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生命 科学 是 21 世纪 的 带头 学 科 ,在 现代 生命 科学 最 前 沿 的 研 
究 领域 中 ,以 研究 人 类 基因 组 结构 和 功能 为 主 的 "蛋白质 组 计划 ” 
已 经 成 为 分 子 生 物 学 的 重要 课题 ,并 带动 了 整个 生命 科学 的 发 展 ， 
随 着 科学 不 断 发 展 ,研究 手段 日 新 月 异 ,我 们 从 实践 中 体会 到 ,在 
蛋白 质 研 究 的 日 常 工作 中 ,一 本 关于 和 蛋白质 研究 方法 的 工具 书 会 
发 挥 很 大 的 作用 。1990 年 前 后 出 版 的 《分 子 克隆 实验 指南 》 使 核 
酸 操 作 技术 实现 了 标准 化 ,推动 了 “基因 组 计划 ”的 发 展 和 实现 、 
由 于 蛋白质 结构 和 性 质 的 复杂 与 多 样 性 ,难以 归纳 出 一 般 性 的 分 
析 操 作 规程 。 因 而 缺少 有 关 蛋 白质 技术 方面 的 工具 书 。 我 们 参考 
T “Protein Methods" (1996 年 第 二 版 ) 一 书 的 内 容 和 编写 方法 , 结 
合 自己 多 年 研究 实践 的 经 验 和 体会 ,编写 了 这 本 《蛋白质 技术 手 
>. AA GT RELIER ER PE EE ME HK 
层 析 .免疫 印迹 .晶体 培养 和 一 级 结构 测定 等 , 共 14 章 。 这 是 一 本 
适用 于 各 种 蛋白 质 分 析 和 操作 的 实验 指南 。 为 实验 者 提供 实用 .有 
效 的 蛋白 质 操作 信息 ,使 实验 能 够 直接 ,快捷 地 进行 ,是 我 们 编写 
这 本 书 的 心愿 。 书 中 插图 的 制作 由 北京 医科 大 学 人 民 医 院 李 钧 完 
成 。 

本 书 在 出 版 时 得 到 军事 医学 科学 院 基 础 医学 研究 所 和 院 科 技 
部 的 出 版 经 费 资 助 。 


H ES 


第 一 章 EBHRAOAPBPBEÉRS 6 oe 1 
1.1 ala TLE CCE ECCT ELLE TOLER REET REC E aX MEVS TÉ 1 
1.2 ZR enn MH 1 

1.2.1 缓冲 液 的 性 质 bu ge naive asnees pase tandeeesecedrisiverevices 1 
1.2.2 缓冲 液 配制 MM 4 
1.2.3 浓度 对 缓冲 液 pH 值 的 影响 ……… 5 
1.2.4 某 些 缓冲 液 使 用 时 的 注意 事项 pp 6 
1.2.5 仿 止 缓 溃 液 受 污染 7 
1.2.6 水 的 纯度 Sooorrootrr tt aas ssa ir tr rat rat 7 
L3 ER ERBEGHSEAXee——— MH 7 
1.3.1 离子 强 订 eem 7 
1.3.2 二 从 阳离子 see 7 
1.3.3. €& Ge 8 
1.4 IREN] emm emm 8 
1.4.1 总 网 ee 8 
1.4.2. PRE nM mmm 8 
L5 BHRR) ee IH 9 
1.5.1 dudar M" 9 
1.5.2 ”蛋白质 溶 解 的 初始 操作 步骤 …………………… 13 
1.6 HORM HEAR Wo 14 
t.6.1 表面 效应 re 14 
1.6.2 jë ee He Hem 14 
1.6.3 储存 sont rar et baer et irr 15 
1.7 A Nem i Rd oad it rat ii ee 16 
1.7.1 常用 抑制 剂 oooosveooovvoeooveoseoviivooceoceeosiieeev 16 
17.2 蛋白 酶 抑制 剂 混合 使 用 和 18 
第 二 章 “” 蛋 自 质 的 提取 和 溶解 nner renee nts eree eee 20 


HEEL IE 20 
2.2 Dobe slg EISE SS MMMXMMMMMMRHÜÜMH 21 
2.2.1 ^e MMMMMMMHHeh 2] 
2.2.2 HR 23 
2.2.3 i RAK AE 25 
2.2.4 I IET 26 
2.2.5 (FRR ER BB PN 27 
2.2.6 BülRe e eH 7 
2.2.7 化 学 渗透 28 
2.2.8 其他 方法 ett 29 
2.3 包涵 体 蛋 白质 的 溶解 … eem 29 
2.3.4 包涵 体 蛋 白质 的 溶解 及 复 性 …………………… 30 
2.3.2 防止 包涵 体形 成 pe 33 

第 三 章 ”蛋白质 浓度 测定 eeeeeeeeeeeenM 38 
3.1 280 纳米 (Azgo) 光 吸收 法 se 38 
3.1.1 提要 ,pe 38 
3.1.2 设备 oo 39 
3.1.3 BE HMM 39 
3.1.4 BEP e e RR MM MH 39 
3.1.5. ERES ee HH 30 
3.2 Bradford 检测 法 osreb ina rr rit irre ris. 42 
3.2.1 |e ee 42 
3.2.2 设备 wseoovoovvisovvioeveovoeressaseooaocosoeeeeeoiieeeee 43 
3.2.3 试剂 43 
3.2.4 ”操作 步骤 ……… SR 43 
3.2.85 iEZEN eem] 46 
3.3 Lowry 捡 测 潜 nn 47 
3.3.1 提要 enone ———— 47 
3.3.2. WE ee e e nn MH 48 
3.3.3 WAR 48 


3.3.4 dRTEJENE- eee 49 


3.3.5 注意 事项 pp 50 
3.4 ZER (BCA) RE MME MM 51 
3.4.] FEB eee eee IIR 51 
3.4.2. Bde n 52 
3.4.3 试剂 -ee 52 
3.4.4 BRP ESE DR een HH 52 
LE 2E: . 5 paaris anionini gi anoo 54 
3.5 BER EAGER G eee cree cere ccc ee rece ee eee erreeeeetereeseenesee S4 
3.5.1. WEXRee e MH eee 54 
3.5.2 BHEEIEUR-- MM 54 
3.6 ie rc pu eee re 55 
SUE ”蛋白质 溶液 的 浓缩 eee 60 
E E E 60 
4.1.1 三 氛 醋 酸 沉 淀 法 atoms mst a sata tt torr 60 
4.1.2. PERMA GE Perce erence HMM 6l 
4.1.3 fi RE TH HE HE: We 02 

4.2 制备 方法 os reo Te ee eee reer ses 65 
4.2.1 HAGEL IEE PT eco 65 
4.2.2. 有 机 溶剂 沉淀 法 Ne 68 
4.2.3 RLRE osreb ro rrr rrr 69 
4.2.4 BEB Beene cee HH 70 
4.2.5 xS T ev 72 
4.2.6 离子 交换 层 析 和 冷冻 干燥 法 简 述 ……………… 74 
第 五 章 变性 条 件 下 的 凝 胶 电泳 A 77 
S.I SDS -R PS 45 Bt Ic E E E ik sassaesasaasonascessacceravaesooa 77 
5.4.1 原理 eos 上】 77 
5.01.2. ike HIR 79 
5.1.3 | 2122705] m 79 
5.1.4 制备 样品 和 上 样 .a 87 


5.1.5 Hee HH eee nee 89 
5.1.6 HH ed Eererrrererresrerseresrrrerrerarsarne 90 
5.1.7 83MM 92 
5.1.8 THEE NE 97 
5.1.9 Wie HH 98 
5.1.10 安全 注意 事项 EEPYrÉS CRF ERECKAN ERNST hed NERVAE WA EN NE 100 

5.2 EJERE eMe 101 
$.2.1 B| eem 101 
5.2.2 仪器 MEE 101 
5.2.3 秦腔 的 制备 ee tol 

5.3 SIS BR BRR eer e nme (03 
5.3.1 引言 ee 103 
5.3.2 制 胶 mem 104 

5.4 其 借方 法 eerreerrereereererereereereererrreetensrerternttt 105 
5.4.4 放射 性 标记 样品 的 检测 ppp 105 
5.4.2 44r d EBJNBAE emn 105 
5.4.3 WGE ae 107 
53.4.4 电泳 后 蛋白 质 的 洗 陪 和 108 

SE ARSE REE AVHRR TE 

(ams 93IN emen {lt 

6.2 AN X S Ap TE HE BEI HK 本 112 
6.2.6 ERN Re 112 
6.2.2 WE e meme 442 
0.2.3. Eg emm 117 
6.2.4 jM DK Co 118 
6.2.5 MEE WE cere este e ee ee teeter ree teee een ece es ces eee ees 119 
6.2.6 ERIE PE PERE REIL UK correc cee ccc eter errr recess 120 

6.3. | FD Ch Cb) Sr 120 
6.3.1 Ram FY a B ME" 120 
6.3.2 电泳 后 酶 活性 的 测定 ocveverevenene 122 


‘yir 


第 七 章 ” 等 电 聚 焦 和 双向 凝 胶 电 泳 ………………… eerr eee 124 


7.1 等 电 聚 焦 een Henn 124 
7.1.1 原理 $edaetascsasaaosesoesnesosssedeoseuseorcoseessonsee 124 
7.1.2 EX XE terion terre rrr rr tot bt srttes 125 
7.1.3. AZERE pp 125 
7.1.4 样品 制备 和 于 样 eoseeeeeeeeeeene 128 
7.1.5 等 电 聚 焦 电 泳 eee 129 
7.1.6 RÆ eee 130 
7.1.7 &EGEIBRERUBUKIDAE IEEE emen 130 
7.18 Wig e HH i31 

7.2 [5l f] pH FB HE 3p rp EAR |t ok D 134 
7.2.1 简介 PPP 134 
7.2.2. [MR remm 135 
7.2.3 il d p Ha HE AB REAR Sener rer eee rete reer rer err 135 
7.2.4 样 遇 制备 和 上 样 eene 138 
7.2.5 REIH DK pe 138 
7.2.6 聚焦 后 处 理 eene 139 
7.2.7 讨论 e Hem 139 

7.3 Ap XR DK een mmemmHnBm& 140 
7.3.4. 简介 seem 140 
7.3.2. [LR e e HHHHemem 140 
7.3.3. 操作 此 县 Mmmm 141 
F324 Hie "M" 144 

SAB FAAHAERE A Ee 148 

8.1 sla Pedereesqevbsstésessesaseceassooeevevecoheeoeseseoveoseoseees 148 

8.2 s us ^y ee IIL NAL E Ne 149 

8.3 El AREA ee 151 
S31 BERD ee 151 
8.3.2 IPR R corre RED ist 

8.4 A pi] 4} RE AR FEES RC UE wwxveesszbriégecssoxustesQraaRadesaopreoe 152 


8.6 实验 操作 Va Sixestuuae ue ves T aa aequus sese sor ye ee e E E seda es 153 
8.6.1 实验 步骤 e MH 153 
8.6.2 FER {FE E en 153 
8.6.3 3E 8 7 [XC Fa, VK "DEI 155 
8.6.4 cEHBRTES ERE a nn 156 
8.6.5 £AAa€ KB ee eH 159 
Eee GERUB UA LAR: aneii 160 

8.7 应 用 实例 eee eee 161 
8.7.1 聚 丙烯 酰胺 涂 层 毛 组 管 电泳 柱 的 制备 ……… 161 
8.7.2 毛细管 凝 胶 电 泳 分 离 蛋 白质 ………………… 162 
8.7.3 毛细 管 等 电 聚 焦 ee 163 

LER ME 1-1]. REEL 166 

9.| SIE cement 166 
9.1.1 免疫 印迹 用 膜 so it. 167 
9.1.2 将 蛋白 质 固定 在 膜 上 的 其 他 应 用 cc 167 

9.2 免疫 印迹 加 作 e M nm 168 
9.2.1. 仪器 Hmmm 168 
9.2.2 iA e MmmmmMmememm 168 
9.2.3 操作 步骤 emnes 169 
9.204 其 他 检测 方法 的 修正 方案 ccc 178 
9.2.5 总 蛋白 质 染 色 Ne 181 
92.6 免疫 印迹 清除 182 

9.3 讨论 eem 183 
9.3.1 膜 的 储存 pe 183 
9.3.2 ”转移 异常 enmt 183 
9.3.3 免疫 印迹 的 其 他 应 用 evasassosvsasossonasseaseersea 183 

第 十 章 WBUPIBSUENteeeeeMv Á — ÀÀ MM MHBRMMÀHMMnnÁntÁáÁ. 189 

10.1 XE RE 189 

10.1.1. Bl gie emm eH 189 


-viis 


10.1.2 Jiik--—--——-—-— eestor toma rr oer satastts 197 


10.2. X€ELSIBIEISIR AE en I 210 
10.3 批量 层 析 deen ndeenseeraevserecesenesasesseeeeervernasaeseeeneys 210 
S-p—iEEO ASEBONDXMERER4*OeeeeeeM 212 
11.1 €Bmmet(ep ev MM 212 
11.1.1 Jia "o 212 
1.1.2. Je Mn 219 

11.2 HE RA BR He HM 229 
第 十 二 章 M EH Pesesétessotatanasadcadasdeosbesochraacesosesesanes 231 
12.1] 引 骨 ee TR 23] 
12.2 亲 利 柱 的 制备 ed nÁP APP P ceed os 232 
12.2.1 B EIEBBIGTSER- M MÀ e 234 
12.2.2 4JETHSEUEHIE E TNR S 236 

12.3. RE Ree A 238 
12.3.1 BE MM X M ÁHnMÁ HMM 238 
12.3.2 Xem 246 
12.3.3 HER tt 250 
12.3.4 Ye AC E "m—————ÁÁ res ror 254 
12.3.5 固 相 化 金属 亲 和 层 析 "—"———Á[ÓÓ 257 
12.3.6 kik HE HTE AT MM" 259 
SLSR ”蛋白 质 的 晶体 培养 一 悬 济 结晶 ………………… 264 
13.1 Bl a et 264 
13.2 BRA dik errr rrr errr rar sts. 266 
13.2.1 GEERT BB e M HH] 266 
13.2.2. 第 -阶段 操作 步骤 sens 269 

13.3 Wit RAE Bec ———— 278 
13.3.1 稀 溶 液 基质 的 微调 "—————— ers. 279 
13.3.2. wit ER een 284 
13.3.3. REACT RSA IR IRAE E Been ne nem 284 
第 十 四 章 cDNA 法 推断 蛋白 质 的 一 级 结构 ……………………… 287 


14.1 引言 et 287 


14.2 一 般 策略 Ce eT ee eee ee eee ee 287 
14.2.1 蛋白质 的 纯化 和 肽 段 氮 基 酸 序列 分 析 …………… 287 
14.2.2 BM pee HH 289 
14.2.3 FA PCR 扩 增 目的 cDNA 片段 m eevee 291 
14.2.4 cDNA 的 克隆 及 测评 和 292 
14.2.5 cDNA 序列 的 分 析 及 蛋白 质 - :级 结构 的 

D y reerereeetereereeererererrererasttereseeeerenee 292 

14.3. PK-120 的 纯化 及 肽 段 氨基 酸 序 列 分 析 ……………… 294 
14.3.1 仪器 及 材料 :ee 294 
14.3.2 PK-120 的 纯化 PE ee Tre eer ITAAS VITTE 295 
14.3.3. DAAA E KME A AL BRIT Jenn 296 

14.4 ”部 分 分 解 多 肽 两 端 有 关 的 PCR 法 筛选 PK - 120 

基因 207 
14.4.1 仪器 及 材料 E TE EP Ona reins oie) 297 
14.4.2 引物 设计 oa roam rise sts 298 
14.4.3 PCR pu — ——— AOT ee 299 
14.4.4 BUE DK NAR NA meme 299 
14.4.5 iE E Hy. 5j Dees ae oa 人 209 

14.5 PK-120 cDNA XE 66666 "RT 300 
14.5.1 仪器 及 材料 ed a Ne nee PR ERR d Pe tis 300 
14.5.2 Ae SS ILI Terre re Rad eek wk FR EE RN RA E 300) 
14.5.3 cDNA CBE PK. 20. RAM AE nnn 361 

附录 1 常用 化 学 物质 分 子 量 creer spas 304 
附录 2 一 些 蛋 白质 的 分 子 量 和 等 电 点 NP 308 
附录 3 RARER ILE IRIE ERE 310 
附录 4 分 光 光 度 和 曲线 312 


第 一 章 “蛋白质 分 离 的 准备 


1.1 4] E 


本 书 是 关于 和 蛋白质 分 析 和 分 离 的 实验 室 技术 操作 手册 。 和 蛋白 
质 是 一 种 极 具 多 相 性 的 生物 大 分 子 ， 离 开 其 天 然 环境 ， 蛋 白质 分 
子 极 不 稳定 ， 在 细胞 中 和 抽 提 液 中 蛋白 质 的 性 状 也 不 尽 相同 。 蛋 
白质 有 多 种 类 型 ， 通 过 不 同 的 方法 我 们 可 区 分 可 溶性 蛋白 、 膜 结 
合 蛋白 、 具 有 催化 功能 的 蛋白 或 结构 蛋白 及 转录 调节 蛋白 。 

从 正常 生物 基质 中 提取 各 种 蛋白 质 均 需 要 有 特定 的 条 件 。 如 
果 不 能 满足 这 一 条 件 ， 蛋 白 将 很 快 的 失去 生物 学 活性 ， 其 生物 半 
衰 期 也 将 迅速 降低 。 因 此 ， 在 蛋白 质 的 特性 研究 中 ， 确 定 提取 条 
件 是 一 个 关键 问题 。 在 不 同 的 实验 中 所 过 到 的 困难 各 不 相同 ， 有 
的 困难 是 如 何 抵抗 外 源 性 蛋白 酶 的 作用 而 维持 蛋白 质 的 稳定 ,在 
有 些 实验 中 的 困难 是 如 何 维持 酶 的 活性 。 在 不 同 的 实验 中 要 针对 
不 同 的 情况 来 解决 不 同 的 问题 。 然 而 对 蛋白 质 研究 而 言 却 有 着 一 
些 共 同 的 参数 。 在 本 章 中 我 们 来 讨论 这 些 参 数 并 希望 能 给 蛋白 质 
实验 研究 工作 提供 --… 些 总 体 的 线索 和 方法 。 


1.2 缓 冲 Ñ 


1.2.) 缓冲 液 的 性 质 

i mic dp vL pcd ra IR CP pH 值 的 改变 ， 选 择 合适 的 组 
冲 液 对 于 维持 -- 定 pH 值 下 蛋白 质 的 稳定 及 保证 实验 的 重复 性 十 
分 重要 [4201]。pH 和 pK, 是 描述 缓冲 液 的 两 个 重要 概念 。pH 值 
是 指 淤 液 中 氨 离 子 浓度 的 负 对 数 ，pH = -log (H'). pK, 值 是 
溶液 中 酸 解 离 常数 的 负 对 数值 。 溶液 的 pH 值 与 pK, 值 越 接近 ， 
表明 溶液 的 缓冲 能 力 越 强 ， 离 pK, 值 越 远 则 缓冲 能 力 越 弱 。 


1 » 


1.2.1.1 选择 缓冲 液 时 要 考虑 的 因素 


1) pK, fA ( 见 表 1.1) 
Aia 常用 缓冲 液 的 pK, 值 


常用 名 缓冲 液 名 pK, f 
RMA (pK) 2.15 
HOME (pK) 3.06 
eit 3.75 
BLAME (pK,1) 4.21 
Hei (pK,2) 4.76 
Mik 4.76 
吡啶 5.23 
TRB (pK,3) 5.40 
RAR (pK,2) 5.64 
MES 2 -(N - 吗 啉 )- 乙 基 磺 酸 6.15 
IRE ZAHR 6.27 
KEE 6.35 
BIS- Tris [R-(2-BELH) PRE) 7: E211 4E CAE TEE 6.46 
(Ee PE) Pir 
ADA N-(2-Z ESL ERO 6.59 
PIPES weg px] 乙 磺 酸 6.76 
BIS- Tris propane 1, 3-08 [EFAS IB AE (FWP H) 6.80 
FEAR] AK 
ACES N-(2-ZMRH)- 2 RC ERM 6.90 
PKP 6.95 
MOPS 2 -CN -apak [CO - DS c B f 7.20 
MME (pK,2) 7.20 
TES N-zOQOREAO HUL-2- EZ CER 7.50 
Hepes N-2-FeéZ,AnKnk- N' 2 Z BERE 7.55 
HePPS (EPPS) N-2 KLARE- N 3 TA DEAR 8.00 
Tris ee SO 8.06 
‘Tricine N-= (RAE) PEHAR 8.15 
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qm 缓冲 液 名 pK, fff 
RY BK 8.25 
HAR N. N-R (AZE) HAM | 8.35 
TAPS 2 [HRE 出 氨基 丙烷 磺 酸 8.40 
WEARER 9.23 
氨 9.25 
CHES 环 已 氨基 乙 烷 磺 酸 . 9.55 
HAM 9.78 
MAREE (pK,2) 10.33 
CAPS 3-(FARR) ARR 10.40 
HARIR (pK,3) 12.43 


SIA Calbiochern “Buffers” 38 22 Blanchard (1984) 


2) pK, f& EB dI ij 6 

3) 稀释 后 的 pK, 值 的 改变 

4) 溶解 度 

5) 与 溶液 中 其 他 成 分 的 相互 作用 (如 金属 离 rA) 
6) 价格 

7) 和 紫外 吸收 值 

8) 对 生物 膜 的 通 透 性 


1.2.1.2. 一 般 原则 


D 有 条 件 时 ， 应 对 pK, 相近 的 一 些 缓冲 液 进行 坛 验 ， 以 避 
免 有 的 缓冲 液 与 所 研究 的 蛋白 质 之 闻 发 生 不 良 的 相互 作 
ARE, 

2) 当选 定 一 种 缓冲 液 之 后 ，-: 般 使 用 其 最 低 的 浓度 以 避免 
非特 异性 的 离子 强度 的 影响 。 通常 以 SOmmol/L 的 缓冲 
液 浓度 作为 试验 起 始 浓度 。 

3) 当 缓 冲 液 pK, 值 的 变化 超过 【个 pH 单位 时 共有 效 的 缓 
部 能 力 明 显 降低 。 而 许多 酶 在 极限 pH 值 时 往往 发 生 不 
可 逆 的 变性 [211。 


4) 


5) 


1.2.2 
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大 多 数 动物 网 胞 在 3TC 的 生理 状况 下 的 pH (879 7.0— 
7.5， 而 在 温度 下 降 至 接近 OT 时 可 达 8.00), 

要 根据 所 选用 的 分 离 方 法 选用 缓冲 液 : 凝 胶 过 滤 方 法 ， 
大 多 数 缓 冲 液 均 可 适用 。 阴 离子 交换 层 析 ， 阳 离子 缓冲 
液 首 选 Tris 缓冲 液 。 阴 离子 交换 和 羟基 砚 灰 石 层 析 ， 阴 
离子 缓冲 液 首选 磷酸 盐 缓 冲 液 (!]。 

混合 缓冲 液 在 一 定 的 离子 强度 下 往往 具有 更 宽 的 缓冲 范 
| ON 

在 长 温 时 缓冲 液 和 冰点 溶剂 的 情况 可 参阅 文献 [7]。 

所 采用 的 化 学 试剂 应 达到 试剂 级 或 更 高 纯度 。 


缓冲 液 配制 


通常 ， 应 当 在 缓冲 液 所 使 用 的 温度 下 调节 溶液 的 pH 值 ， 
这 就 要 求 在 工作 温度 下 ， 通 常 为 4 人 记 时 校正 pH 电极 。 然 
而 在 实际 情况 中 ， 是 在 室温 下 调节 缓冲 液 的 pH 值 ， 这 
时 我 们 应 当 注 意 到 温度 对 pH 值 的 影响 是 非常 大 的 ， JL 
HOR Tris 缓冲 液 ，2St 时 pK, 值 为 8.06， if OTM pK, 
值 为 8.850]。 实 验 中 使 用 的 溶液 应 当 在 所 有 的 成 分 《如 
EDTA, DTF, Mg' 等 ) 均 加 入 后 再 测 PH 值 ， 因 为 这 
些 成 分 的 加 入 可 能 改变 溶液 的 pH 值 ， 

除 韭 特定 情况 ，- 一 般 使 用 HCI NaOH, KOH 来 调节 组 
冲 液 的 pH 值 - 

在 反应 中 如 果 要 彻底 避免 一 价 ， 二 价 或 三 价 的 金属 离子 
的 十 扰 ， 则 用 闫 化 四 申 铵 来 调节 缓冲 液 的 pH 值 ， 内 为 
EGO en pk 5; NaOH, KOH 相当 。 

尤 论 和 是 质 子 化 还 是 非 质 子 化 的 缓冲 液 ， 只 要 有 所 需 的 问 
浓度 两 种 洲 液 本 根据 常规 的 培 制 表 或 在 pH 剂 的 检测 下 ， 
或 通过 计算 很 容易 配制 成 功 。 


例如 : 配制 pH5.8 一 7.8 的 磷酸 盐 缓 冲 液 
储存 液 A (0.2 mol/L NaH?PO,): 27.6g NaH PO, PT IL 


“de 


去 离子 水 中 
储存 液 B (0.2 mol/L NaHPO,): 28.4g Na HPO, 溶 于 IL 
去 离子 水 中 


pH wA %B pH A mB 

5.8 92,0 8.0 6.9 45.0 55.0 
5.9 90.0 10.0 7.0 39.0 61.0 
6.0 87.7 12.3 7.1 33.0 67.0 
6.1 85.0 15.0 7.2 28.0 72.0 
6.2 81.5 19.5 7.3 23.0 77.0 
6.3 7.5 22.5 7.4 19.0 8I.U 
6.4 73.5 26.5 7.5 16.0 84.0 
6.5 68.5 31.5 7.0 13.0 87.0 
6.6 62.5 37.5 7.7 10,8 RUS 
6.7 56.5 43.5 7.8 8.5 91.5 
6.8 M. 49.0 


iE. dX c pH ACE BEM, (oS: PARLE] pH i Fil 


01.2.3. 浓度 对 缓冲 液 pH 值 的 影响 


D) 通常 我 们 将 缓冲 液 配制 成 130x 和 100x 的 储存 液 ， 以 使 
储存 液 的 体积 空 小 ， 并 允许 加 入 抑 阔 齐 Cin 0.0296 mA 
fcio. mide mp sup - 步 的 稀释 |， 以 下 … 
inm 5 ard fie OU THE HT HL A PAL x 


MES 0. 68m 1. HEPES 2nd 
PIPES 了 ,Sn Tris 2.4m). 
MOPS Amal 4. Phosphat 2. Stil i 

TES 26rd L. 


2) fe B FE eg YR HE DS RA AT A OT Re EAR pH 值 . 
例如 ，pH6.7 的 0. 1mol/L. 的 NaH:PO, Al 0. tmot/L 的 
Nas HPO, iféi ft 10 信和 稀释 后 pH 86.9, fe 100 fir BERE 
Ri pH EX 7.07 | 

3) Tris Z nbi RO pH 值 在 每 10 倍 稀释 后 降低 0. 105 


1.2.4 某 些 缓冲 液 使 用 时 的 注意 事项 


在 蛋白 溶液 的 所 有 成 分 中 缓冲 液 往往 以 最 高 浓度 存在 , 这 样 
就 对 和 蛋 握 质 或 酶 的 活性 有 显著 的 影响 。 缓 冲 液 中 的 无 机 成 分 〔〈 磷 
Mit, MMi, RERE) 可 以 与 酶 或 其 底 物 反应 ， 从 而 影响 酶 的 
活性 。 更 为 严重 的 是 一 些 缓冲 液 可 与 二 价 或 三 价 金属 离子 形成 配 
位 复合 物 ， 释 放出 质子 ， 降低 了 溶液 的 pH 值 ; 或 整合 金属 离子 
产生 不 溶性 复合 物 。 因 此 ， 在 研究 一 些 具 有 金属 离子 要 求 的 酶 
时 ， 希 采用 与 金属 结合 力 低 的 缓冲 液 ， 如 PIPES, TES, HEPES 
和 CAPS 等 1。 以 下 介绍 几 种 常用 缓冲 剂 的 性 质 ，; 
D) 磷酸 盐 : OF pH 8— 11 范围 内 适用 ; 人 可 与 多 价 阳 离子 
结合 形成 沉淀 ; 多 抑制 多 数 酶 的 活性 ， 包 括 激酶 、 殉 酸 
化 酶 、 脱 氢 酶 和 以 磷酸 酯 为 底 物 的 酶 1 站; @ 溶 液 的 pK 
值 随 缓冲 液 的 稀释 而 变 。 
2) 柠檬 酸 盐 可 与 一 些 蛋 白 结合 并 形成 金属 复合 物 [9 。 
3) 二 甲 肿 酸 盐 有 毒性 [19] 。 
4) 瑞 酸 盐 溶 解 度 较 低 ， 由 于 CO, 影响 其 酸 碱 平衡 ， 因 此 应 
在 密闭 系统 中 操作 [1]。 
5) ADA 在 波长 为 260nm 有 吸收 值 ， 并 可 结合 金属 离子 [9]。 
6) MOPS 干扰 Lowry 法 蛋白 定量 ,但 却 不 影响 Braford 或 
Bicinchoninic Acid 法 蛋白 定量 (UWAZE) 
7) Hepes; 中 干扰 Lowry 法 蛋白 定量 ， 但 却 不 影响 Braford 
或 Bicinchoninic Acid AEAEE ( 见 第 三 章 ); OHH 
ARREA (W Hepes, EPPS?!) 在 多 数 情况 下 
可 形成 自由 基 团 ， 因 而 在 氧化 还 原 反应 中 应 避免 使 用 这 
些 溶液 LI0] 。 
Tris; DE pH7.0 以 下 缓冲 能 力 弱 ; 具有 一 个 可 能 引 
起 反应 的 伯 胺 基 团 ; Qs 5E S n pito aT Ac gk PESE 
酸 酶 催化 ; 图 可 穿 过 生物 膜 ， 回 受 缓冲 液 的 浓度 和 使 用 
温度 影响 。 
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To 


9) 硼酸 盐 可 与 单 糖 、 多 糖 、 核 酸 、 嗓 叭 核 苷 酸 以 及 甘油 形 
成 复合 物 。 


1.2.5 Brib E EAE Tu 3 


D) 磷酸 盐 缓 冲 液 很 容易 受 微 生物 污染 ， 然 而 ，lmolL. 的 磷 
酸 盐 溶液 却 不 易 被 细菌 污染 i1*1。 

2) 无 菌 进 滤 可 有 效 的 防止 细 兰 和 真 兰 的 污染 ， 尤其 在 
pH 6~8 BEN, 

3) 为 了 防止 储存 缓冲 液 的 污染 、 可 加 人 0.02% (3mmol/L) 
的 释 氮 化 锁 ， 这 - -浓度 下 通常 不 会 于 扰 和 蛋白 的 活性 。 

4) 将 缓冲 液 放 在 冰箱 里 保存 可 有 效 的 减少 细菌 的 污染 。 


1.2.6 水 的 纯度 


在 所 有 实验 使 用 的 每 一 种 溶液 中 ， 水 是 最 重要 的 成 分 。 在 落 
馏 及 去 离子 过 程 中 可 去 除 许 多 杂质 成 分 ， 但 仍 可 能 有 痕 量 的 杂质 
存在 并 影响 蛋白 溶液 。 因 而 在 实 答 研究 中 需要 利用 高 纯度 水 处 理 
系统 进行 水 的 纯化 [5 。 


1.3 盐 、 金 属 离子 和 敖 合 齐 


1.3.1 离子 强度 
3 FA 0.1 ~0.2mol/L KCI 或 NaCl 来 模拟 生理 状况 下 的 离 
Tag, 


1.3.2 二 价 阳离子 


如 果 缓 冲 液 和 一 价 阳 离子 如 (或 Mg? 之 问 形 成 复合 物 ， 
则 缓冲 液 对 氨 离 子 的 缓冲 能 力 将 明显 的 降低 。 另 人 邹 ， 金 属 离子 的 
沉淀 可 丧失 酶 反应 的 活性 ， 因 此 应 当 注 意 缓 冲 液 对 金属 离子 的 六 
和 性 。 
D 如 果 量 上 白质 的 活性 或 稳定 性 需要 金属 离子 维持 ， 这 时 应 
避免 使 用 Tris 缓冲 液 。 在 100mmol /L Tris 缓冲 液 中 加 入 
. 7 . 


2mmol/L Mr? * Jl 2996 89 4: BERRA! 

2) 为 了 使 实验 具有 可 重复 性 ， 在 操作 ATP 结合 酶 时 ， 加 人 
Mg?” f Hie HE Bat ATP 浓度 可 确保 所 有 的 ATP 呈现 
Mg. ATP 形式 [231。 


1.3.3 € 合 m 


为 了 避免 金属 高 子 的 干扰 ， 应 在 溶液 中 加 人 特异 金属 离子 的 
整合 剂 。 但 应 注意 金属 离子 整合 剂 同时 能 使 金属 蛋白 酶 失 活 。 

1) 为 了 去 除 缓冲 液 中 存在 的 痕 量 重金 属 离子 ， 可 在 其 中 加 
A 0.1—5mmol/L 的 EDTA? , 

2) 最 常用 的 金属 离子 整合 剂 为 EDTA 和 EGTA, EDTA 对 
大 多 数 金属 离子 有 非特 异 的 亲 和 性 ; m EGTA 对 Ca * 有 
(RAR AY AE, BH EST Mg 的 亲和力 ,使 用 EG- 
TA 可 有 效 的 去 除 溶液 中 的 Ct, 

3) 邻 二 氨 杂 非 (o-phenanthroline), WHE Zm^' ， 而 则 - 邻 
二 氮 杂 非 《m-phenanthroline) WR, 


1.4 还 RE KÄ 


1.4.1 总 则 
在 细胞 中 有 许多 种 还 原 成 分 ， 如 谷 氨 酰胺 可 防止 绰 负 质 氧 
化 。 但 是 一 旦 细胞 破碎 ， 由 于 和 乞 欧 接触 以 及 稀释 作用 而 引起 杭 
氧化 成 分 的 减少 ， 使 许多 蛋白 质 被 氧化 而 失去 活性 ， 尽 管 有 时 可 
itm RENEE RRM. (00 REST 89 FEE TAI 
速 … 硫 键 的 形成 191， 
1.4.2 特殊 情况 
1) 常用 的 二 将 基 乙 醇 以 溶液 状态 储存 在 AX ， 其 使 用 浓度 
应 为 520mmolz[L， 在 如 和 缓冲 波 中 24h A, aE ZL 
REE, HEMARA RE, 
2) DIT 也 被 广泛 使 用 ， 储 存 液 必须 置 于 - 200, DTT 使 
. 8 " 


Fit BE 0.5~1.0mmol/L, HALE REEF 
AR, F#AEREARHMRE. 

3) 一 个 好 的 策略 是 在 蛋白 质 制 备 过 程 中 用 1:1000 稀释 的 二 
AELE (浓度 大 约 12mmol[L)， 而 在 长 期 储存 时 加 人 
1~5mmol/L DTTU?! , 

4) 注意 有 些 酶 对 还 原作 用 很 敏感 [8]。 


1.5 去 # 剂 


在 膜 蛋 白 的 提取 和 纯化 过 程 中 常用 去 垢 剂 ， 在 去 垢 剂 的 帮助 
下 使 膜 蛋白 洲 解 。 本 节 涉 及 了 去 垢 剂 的 分 类 及 不 同 种 类 去 垢 剂 对 
膜 蛋 白 的 溶解 和 稳定 作用 。 

去 垢 剂 为 双 极 性 分 子 ， 可 在 水 中 溶解 。 除 了 胆 酸 赴 以外， 去 
垢 剂 分 子 通常 是 由 线形 或 带 有 分 枝 的 碳 毛 化 合 物 尾 部 和 结构 各 不 
相同 的 亲 水 性 头 部 组 成 。 去 垢 剂 的 一 个 重要 的 特性 是 可 以 形成 分 
子 团结 构 ， 成 簇 的 去 垢 剂 分 子 将 亲 水 性 的 头 部 向 外 。 溶 解 的 膜 蛋 
EB 5x8 RT NBI, REAHRKERERK READ 
子 覆 盖 ， 使 其 能 与 水 性 缓冲 液 相 溶 。 去 垢 剂 的 临界 胶东 浓度 
(CMC) 是 去 垢 剂 与 膜 蛋 白 结 合 形 成 微 胶 粒 时 去 拍 剂 的 最 低 浓 
度 。 高 CMC 和 值 的 去 拍 齐 在 稀释 时 可 形成 单 体 分 子 ， 这 样 可 通过 
透析 迅速 的 去 除去 垢 剂 分 子 . 另外 ， 去 垢 剂 形成 的 微 胶 粒 的 分 子 
量 对 于 透析 ， 凝 胶 过 滤 色谱 及 非 变 性 电泳 都 是 非常 重要 的 。 温 
度 、pH 值 、 离 子 强度 、 多 价 金属 离子 的 存在 ， 以 及 有 机 洲 剂 和 
去 垢 剂 的 纯度 均 可 影响 去 垢 剂 的 CMC 值 。 

尽管 高 浓度 的 去 垢 剂 往往 引起 蛋白 的 变性 ， 但 是 在 去 除去 垢 
剂 后 可 使 蛋白 质 复 性 ， 为 了 避免 蛋 所 质变 性 ， 可 使 用 浓度 低 于 
0.1% 的 非 离子 型 去 垢 剂 [9 


1.5.1 去 垢 剂 的 分 类 
表 1.2 为 去 垢 剂 的 特性 。 


DS OIX BIS trl yx Elo OU oye E Je CPU el ye BS t CL We ta CREE BL [8 +e 


eoe pros tI- g rasan 
«m09 e/g] ~ 9 9511070 ounag 0 po tI9 SdVHO 
«TDtét mS 70 Tums ~ p 0071 sc (uq 
«ioc 3961070 "10006 lel 08 ua2x] 
,S£10070 “Leo DETI OF VML 

eos zpaqounusr — oc , 8900 0 y wigo st TOT (aprsoon Spa) ) 4 4i fil de 
P06 es Up post ~ s] S09 E Ot dN 
cst pt cd'O~ £00 0 “Ly Mugg 0 nts bE FUN uu 

(PING LAR Buug- cO WOU n L'pounug ^0 :SC9 GF tU CX ueni 
Wpict WLS € Te ~ | eet MV Hil We Bk 
PIS I :WO “Yeni ~ jltt A 40 fr 
A Buy Bug] c 2%TZ'O ST panupt ~ 9 PCLT SI" 

(DIST sO VAUN c pS 85 Ss 
CXEFE ai p Gd Ende EA 3) mJ ud m WAL Ide 37 


PHAZER CIA 


* 10- 


1.5.1.1 离子 型 去 垢 剂 


离子 型 去 垢 剂 包括 一 个 带电 荷 的 头 部 ， 带 阳离子 电荷 的 为 阳 
离子 去 垢 剂 ， 带 困 离 子 电荷 的 为 明 离 子 去 垢 剂 。 这 一 类 型 去 垢 剂 
的 缺点 是 使 蛋白 质 高 度 变 性 ， 但 是 使 用 这 种 类 型 的 去 垢 剂 可 使 蛋 
白 以 单 体 的 形式 被 分 离 ， 对 于 测定 蛋白 的 分 子 量 较为 方便 。 

(1) 十 二 烷 基 硫酸 钠 〈《SDS) RT RERE (LIDS) 


(2 


~ 


这 两 种 阴离子 型 去 垢 剂 ，LiDS 的 优点 为 在 4 可 溶解 ， 
ifi SDS 则 不 溶 。 要 使 img 的 膜 绰 白 完全 溶解 ,需要 用 
10mg 或 更 多 的 LiDSl21。 值 得 注意 的 是 在 含 钾 离子 的 组 
冲 液 和 硫酸 铵 的 缓冲 液 中 使 用 这 种 去 垢 剂 在 室温 下 吻 发 
生 沉 淀 。 溶 液 中 盐 离 子 的 浓度 可 明 显 的 影响 去 垢 剂 的 临 
RE RR BE (CMC), i SDS, “4 NaCl 浓度 存 0 ~ 
0.Smol fj, H CMC {4 Mj MK 8mmol/L BEE 0.5 
mmol/L!" , 

RE RS Gh FO AN FUB BA HA 

胆 酸 钠 和 脱氧 胆 酸 钠 为 阴离子 型 去 垢 剂 ， 与 其 他 离 了 上 型 
去 垢 剂 相 比 其 对 蛋白 质 的 变性 作用 较 弱 !0]。 去 垢 剂 浓 
度 高 于 临界 胶东 浓度 (CMC) 可 以 形成 两 类 分 子 团 ， 
MARR (包括 9 个 分 子 ) 和 二 级 胶东 (ts 9 一 60 个 
分 子 )。 与 其 他 去 垢 前 不 辐 的 是 ， 存 CMC (RIA E. Jt 
离 的 胆 酸 盐 和 脱氧 胆 酸 盐 单 体 分 子 可 累积 ， 这 类 去 垢 剂 
分 子 的 pK, 值 为 8~9， 在 pH fK T 7.5 BE, ZR RIT T 
的 酸性 形式 将 发 生 议 淀 。 二 价 的 阳离子 也 可 使 了 脱氧 胆 酸 
销 的 沉淀 。 


1.5.1.2. 非 离子 型 去 垢 剂 

非 离子 型 的 去 垢 剂 带 有 非 极 性 的 亲 水 头 部 ， 对 和 蛋白 和 和 曙 白 间 
的 相互 作用 干扰 较 弱 ， 对 于 分 离 功能 性 的 蛋白 复合 物 较为 有 利 。 
与 离子 型 去 垢 剂 相 比 其 对 蛋白 的 变性 作用 较 弱 ， 然 而 在 这 种 去 垢 


剂 中 蛋白 易 发 生 聚 集 。 
(1) Triton X-100 
TE 1% ~3% T& HE BS Triton X-100 下 许多 蛋白 质 活性 保 
持 不 变 。 对 于 膜 脂 蛋 白 须 用 10 倍 或 更 高 浓度 的 Triton 
X-100 kA, Triton X-100 在 280nm 处 有 强 的 吸收 
值 。 
Triton X-114 
温度 在 20 亿 以 上 时 蛋白 质 溶 液 中 加 人 2% 的 Triton X- 
114 可 使 蛋白 质 从 去 垢 剂 相 和 液 相 中 分 离 ， 可 溶性 的 蛋 
SAME S, EEG E VEA doo pO, 
(3) NP-40 
NP40 在 280nm Aj BMRA, FRADE P f FH 
较 方便 。 
(4) 辛 葡 糖 苷 《Octylglucoside，OG) 
与 Triton X-100 Hilt OG 其 有 很 多 的 优点 ，20 一 
45mmol/L OG 即 足够 用 来 溶解 膜 绰 白 ，OG 具有 高 的 
CMC 浓度 ， 因 此 和 Triton 相 比 很 容易 从 溶液 中 去 除 。 
(5) Tween-20 
Tween-20 通常 在 因 相 免疫 细胞 化 学 反应 (ELISA， 
RIA， 免 疫 印 迹 ) 中 用 来 限 断 非特 异性 蛋白 质 的 相互 作 
用 。Tween-20 具有 低 的 CMC 值 。 


1.5.1.3 两 性 去 垢 剂 


两 性 去 垢 谢 带 有 正 、 负 离子 的 头 部 ， 与 非 离子 去 垢 剂 相 比 可 
减少 蛋白 质 和 蛋白质 间 互相 作用 的 干扰 及 离子 型 去 垢 剂 使 蛋白 质 
变性 的 作用 。 

D CHAPS; CHAPS 不 干扰 离子 交换 色谱 和 等 点 聚焦 电泳。 

含 CHAPS 的 蛋白 溶液 可 以 冻 存 。 

2) Zwittergent 3-146. 
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1.5.2 和 蛋白质 溶解 的 初始 操作 步骤 


1.5. 


1.5 


2.1 KEPRI 


1) 准备 细胞 膜 的 粗 提 成 分 ， 在 蛋白 质 浓度 为 [Omg nl 的 
50mmol/L £ rp P, WA O.15mol/L KCl, 4'C RF; 

2) 用 同样 的 缓冲 液 配 制 去 垢 剂 储存 液 (10%, w^); 

3) 分 别 在 含 0.01% 、0.03% 、0.1% 、0.3% 、1% 、3% 去 
垢 剂 的 缓冲 液 中 稀释 细胞 膜 的 粗 提 物 ， 使 其 浓度 约 为 
5mg/ml; 

4) 4C ER th (避免 气泡 产生 ); 

5) 4'C100 000 x g 离心 1h; 

6) 吸 弃 上 清 ， 加 人 同体 积 、 同 浓度 的 含 去 垢 剂 的 缓冲 液 ; 

7) 每 一 步 需 测定 辟 白 质 浓度 ( 见 第 三 章 ); 

8) 每 一 步 需 测定 酶 活性 。 


.2.2 一 般 规则 


D 最 合适 的 使 恒 白 质 溶解 和 保持 蛋白 质 活性 的 去 垢 剂 浓 虚 
可 在 后 续 的 实验 中 继续 使 用 。 如 果 用 不 同 的 去 垢 剂 均 不 
能 获得 较 好 的 结果 ， 可 探索 将 多 种 去 垢 剂 混合 使 用 。 若 
蛋白 的 活性 很 低 ， 可 存 溶液 中 加 入 20% ~50% v/v HH 
油 保护 。 还 需 加 入 还 原 齐 (lmmolAL DTT 或 5 mmol/L 
ZARAZE), HAN (Immol/LEDTA) 或 蛋白 酶 抑制 
剂 (75ug/ml PMFS, 20mg/ml Leupeptin BÈ pepstatin; 见 
1.7)。 
有 些 时 候 ， 和 蛋白 质 如 果 在 KCI 溶液 中 不 溶解 ， 往 往 可 溶 
T 0.1—0.2mol/L 的 磷酸 盐 溶液 中 。 
3) 蛋白 的 溶解 -- 般 发 生 在 去 垢 剂 的 浓度 达到 CMC ft), 
4) 1981 年 Bordier 使 用 了 非 离子 去 垢 剂 Triton X-114 在 分 
离 膜 蛋白 的 第 -- 步 中 《这 -- 步 可 迅速 的 分 离 膜 蛋白 以 避 
免 溶 酶 体 蛋 白 酶 的 作用 )， 然 后 通过 离子 交换 色谱 可 去 除 
"m 


2 


Sr 


EHM 

5) 在 高 盐 (0.15—2mmol/L KCI), EREA pH Ñ, WR 
高 浓度 的 整合 剂 (10mmo/L EDTA 或 EGTA), 或 变性 
剂 如 尿素 或 6 ~ 10mol/L. 的 盐酸 服 可 破坏 膜 制 品 中 的 膜 
蛋白 和 膜 之 间 的 相互 作用 [0 。 

6) 对 可 溶性 蛋白 的 定义 还 不 是 很 清楚 ， 由 于 受 溶 解 度 及 温 
度 的 影响 ， 有 些 蛋 白质 经 过 105 000X g 离心 lh 后 ， 仍 
可 留 在 上 清 中 。 这 时 可 试用 凝 胶 过 滤 层 析 法 分 离 [3] 。 


1.6 蛋白 质 的 环境 因素 


1.6.1 表面 效应 

蛋白 质 的 稀 溶液 经 常 迅 速 的 失 活 ， 可 能 是 由 于 玻璃 容器 的 
表面 使 蛋白 质变 性 的 结果 。 这 一 作用 可 在 溶液 中 加 人 高 浓度 其 他 
蛋白 如 牛 血清 白 蛋 白 (BSA) 来 防止 。 在 理想 情况 下 ， 为 了 避免 
加 入 “污染 ”和 蛋白， 应 将 稀释 后 的 蛋白 溶液 立即 浓缩 。 然 而 ， 酶 
的 反应 通常 是 在 较 低 的 浓度 1xg/ml 下 进行 ， 因 而 加 人 BSA 是 十 
分 必要 的 。 另 外 ， 由 于 玻璃 表面 的 非特 异性 吸附 可 损失 大 量 的 纯 
化 蛋白 Ser’? 的 玻璃 表面 可 吸附 lyg 的 蛋白 )， 在 溶液 中 加 入 
BSA 时 可 大 大 降低 这 一 作用 。 通 常 在 酶 活性 测定 中 至 少 加 入 
0.1mg/nl BSA, fi RA OK HH ff ik n MAT MA 10mg/ml 
BSAU9) 。 


1.6.2 温 HE 


尽管 有 些 “ 不 耐 低温 的 酶 ”( 如 线粒体 ATP BS). 在 低温 下 易 
失 活 ， 但 大 多 数 的 酶 在 温度 升 高 10C (如 从 180 A 28TH) 
酶 反应 速度 会 增加 一 倍 。 超 过 30 一 40C ， 蛋 白质 极 不 稳定 ， 
大 多 数 蛋 白质 失 活 ， 但 是 一 些 蛋 白质 甚至 在 煮沸 下 仍 有 活性 《如 
mn e AE BR AS BS ) 


1.6.3 f§ 在 


作为 -个 原则 ， 蛋 白质 的 半衰期 在 低温 下 可 延长 。 通 常 要 依 
据 蛋 白 的 用 途 来 决定 其 储存 条 件 是 在 4 、-20C 、- 80T 或 液 
* (-200C) T. 

短期 储存 时 (从 ~… 天 至 -- 周 }， 蛋 白 溶液 在 以 下 情况 可 储存 
于 4f 。 四 和 蛋 白质 的 活性 功能 《如 酶 活性 ， 配 体 结合 等 ) 在 这 一 
时 期 内 不 距 低 。 四 在 双 相 电泳 中 来 见 蛋白 质 降 解 。 印 在 
20 000 X gÈ -Ò 10min 未 见 明显 的 沉淀 (沉淀 的 出 现 意味 荐 蛋白 
质 的 变性 )。 

长 期 储存 时 (超过 一 周 })， 要 根据 不 同 蛋 白质 的 稳定 性 来 选 
择 合适 的 方法 。 在 确定 某 种 方法 大 量 保 存 某 种 蛋白 质 之 前 ， 应 当 
实验 以 下 几 种 不 同 的 方法 。 l 

01) —PPR ARNT 1 E E E TEE PE UL DE AB FER 

保存 于 AU. 

2) 另 一 种 方法 ， 硫 酸 镀 沉淀 蛋白 质 后 20 000 x g 离心 
20min， 在 液 所 中 冷冻 然后 储存 于 - SOT 或 更 低 的 温度 
下 。 

如 果 想 冻 存 蛋白 质 ， 必 须 按 照 以 下 的 操作 以 最 大 限度 的 
减少 蛋白 质 溶液 中 各 相 的 分 离 以 避免 沉淀 的 发 生 或 局 部 
缓冲 液 浓度 的 增高 而 引起 pH (AE +3 个 单位 中 的 波动 。 
高 浓度 的 蛋白 mgm) 可 提供 自我 缓冲 作用 ， 在 液 气 
HOS OR ES a aa a AT al"! AMA PY RS 
白质 的 合适 的 方法 是 用 巴 斯 德 滴 管 或 自动 加 样 枪 将 S50 pA 
的 蛋白 质 液体 小 滴 滴 人 液 氮 中 。 注 人 的 速度 要 慢 ， 以 防 
止 蛋 白质 溶液 未 形成 小 滴 。 对 大 体积 的 蛋白 质 溶液 的 冷 
冻 ， 可 使 用 peristalic 泵 或 自动 滴 液 器 来 操作 。 在 完成 
后 ， 从 液 氨 中 将 这 些 沉 淀 玉 出 迅速 放 人 储存 管 中 以 防 液 
WKH, ， 然 后 将 其 储存 于 - 80 忆 或 液 所 中 。 在 实验 中 
请 方便 的 倒 出 所 需 用 量 的 蛋白 质 液 滴 从 而 避免 多 次 反复 
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. 冻 溶 所 引起 的 蛋白 质 损害 。 

4) 最 后 的 办 法 是 将 蛋白 质 以 冻 干 的 粉末 保存 。 对 许多 蛋白 
质 而 言 ， 冻 干 是 长 期 储存 最 安全 和 最 有 效 的 办 法 ， 但 是 
对 极 少数 蛋白 质 来 说 一 个 明显 的 缺点 是 失 活 和 不 能 再 溶 
解 。 因 此 ， 在 将 所 有 的 蛋白 质 以 此 方法 储存 之 前 必须 取 
少量 的 进行 试验 。 

5) 通常 ， 甘 油 可 有 效 的 提高 蛋白 的 稳定 性 。 先 配置 成 5096 
的 甘油 储存 液 ， 工 作 液 中 含 20% 一 30% 的 甘油 不 会 引起 
操作 困难 '' 1。 在 蛋白 溶液 中 加 入 甘油 可 使 溶液 在 低温 非 
冷冻 状态 下 保存 。 


1.7 蛋白 酶 抑制 剂 


破碎 细胞 提取 和 蛋白 质 的 同时 可 释放 出 和 蛋白酶 ， 这 些 和 蛋白 酶 需 
要 迅速 的 被 抑制 以 保持 蛋白 质 不 被 降解 。 在 蛋白 质 提取 过 程 中 ， 
需要 加 入 和 蛋白酶 抑制 剂 以 防止 蛋白 水 解 。 以 下 列举 了 5 种 常用 的 
蛋白 酶 抑制 剂 和 他 们 各 自 的 作用 特点 ， 因 为 各 种 蛋白 酶 对 不 同 蛋 
白质 的 敏感 性 各 不 相同 ， 因 此 需要 调整 各 种 蛋白 酶 的 浓度 。 由 于 
蛋白 酶 抑制 剂 在 液体 中 的 溶解 度 极 低 ， 尤 其 应 注意 在 缓冲 液 中 加 
人 和 蛋白酶 抑制 剂 时 应 充分 混 匀 以 减少 蛋白 酶 抑制 剂 的 沉淀 。 在 宝 
灵 受 公司 的 目录 上 可 查 到 更 完整 的 蛋白 酶 和 蛋白 酶 抑制 剂 表 。 


1.7.1 常用 抑制 剂 
1.7.1.1 PMSF 


1) 抑制 丝氨酸 和 蛋白酶 〈 如 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ， 胰 和 蛋白酶， 凝血 
Bi) 和 芒 基 蛋白 酶 〈 如 木瓜 蛋白 酶 ); 

2) 10mg/ml AFSAR; 

3) 在 室温 下 可 保存 一 年 ; 

4) 工作 浓度 : 17~174pg/ml (0.1~1.0mmol/L); 

5) 在 水 液体 溶液 中 不 稳定 ， 必 须 在 每 一 分 离 和 纯化 步骤 中 
加 人 新 鲜 的 PMSF. 


1.7. 


1. 
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1.2 EDTA 


1) 抑制 金属 蛋白 水 解 酶 ; 

2) 0.5mol/L KBR, pH8~9; 

3) 溶液 在 4 已 稳定 六 个 月 以 上 ; 

4) 工作 浓度 : 0.5—1.5mmol/L (0.2—0.5mg/ml); 
5) 加 入 NaOH 调节 溶液 的 pH 值 ， 否 则 EDTA 不 溶解 。 


1.3 胃 蛋 白 酶 抑制 剂 (pepstatin) 


D 抑制 酸性 蛋白 酶 如 胃 和 蛋白 酶 ， 血 管 紧 张 肽 原 酶 ， 组 织 蛋 
白 酶 DARAN; 

2) Img/ml 溶 于 甲醇 中 ; 

3) 储存 液 在 AC 一 周 内 稳定 ，- 20 稳定 6 个 月 ; 

4) TERE: 0.7pg/ml (pmol/L); 

5) 在 水 中 不 溶解 。 


-1.4 SMEABA (leupeptin) 


D) 抑制 丝氨酸 和 琉 基 蛋白 酶 ， 如 木瓜 蛋白 酶 ， 血 浆 酶 和 组 
织 重 白 酶 B; 

2) 10mg/ml 溶 于 水 ; 

3) 储存 液 4 蕊 稳定 一 局， 20 亿 稳定 6 个 月 ; 

4) 工作 浓度 0.5mg/ml。 


1.5 REAMME (aprotinin) 


1) fpi ze SENE SEDENS, mik, EER, MEAM 
和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ; 

2) 10mg/ml TA, pH 7 一 8; 

3) 储存 液 4 稳定 一 局 ， 一 20 记 稳定 6 个 月 ; 

4) 工作 浓度 : 0.06~2.0ug/ml (0.01~0.3pmol/L); 

5) RRR, 


6) Æ pH>12.8 时 失 活 。 
1.7.2 EARME BR 


35pg/ml PMSF RH - 丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 
0.3mg/ml EDTA «em HMM 金属 蛋白 酶 抑制 剂 
0.7ug/ml El A ALL BA (Pepstatin) … 酸 性 蛋白 酶 抑制 

剂 
0.5pg/ml FAA BK CLeupeptin) … 广 谱 和 蛋白 酶 抽 制 剂 
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PE 和 蛋白质 的 提取 和 溶解 


2.1 引 "Ü 


为 了 纯化 细胞 蛋白 质 ， 采用 有 效 的 方法 进行 细胞 破碎 和 固 液 
分 离 是 必要 的 。 它 是 全 过 程 的 第 一 步 ， 通 常 是 将 处 于 细胞 不 同位 
置 的 待 纯化 蛋白 释放 出 来 ， 洲 人 已 知 成 分 的 溶液 内 。 该 步骤 是 月 
的 蛋白 初级 分 离 纯化 阶段 的 重要 环节 ， 它 直接 影响 产物 的 回收 
率 ， 也 可 能 影响 产物 的 纯度 。 

且 前 已 建立 很 多 破碎 细胞 ， 释 放 细 胞 内 容 物 的 方法 。 根 据 作 
用 方式 不 同 ， 基 本 可 以 分 为 两 大 类 ; 机 械 法 和 非 机 械 法 。 传 统 的 
机 械 法 包括 匀 桨 、 研 府 、 压 榨 、 超 声 等 ;常见 的 非 机 械 法 包括 渗 
iE. MS. AER. SE; 其 中 一 些 新 的 方法 也 在 不 断 发 展 和 完 
善 ， 如 激光 破碎 、 冷 冻 喷 射 、 相 向 流 檀 击 等 3J。 每 一 种 方法 都 
有 它 的 适用 范围 及 优 缺 点 ， 选 择 的 标准 常常 要 依靠 过 去 经 验 和 实 
践 比 较 。 选 择 的 原则 是 该 方法 不 影响 目的 蛋白 或 产物 的 结构 和 功 
能 ， 或 者 说 ， 采 用 的 方法 可 以 避免 造成 目的 蛋白 或 产物 的 变性 或 
失 活 。 常 见 组 织 和 组 胞 的 破碎 和 溶解 一 般 都 采用 传统 的 标准 方 
法 ， 有 时 为 了 增加 活性 和 蛋白 的 回收 率 或 针对 产物 蛋白 的 特性 尝试 
或 筛选 细胞 破碎 和 溶解 的 方法 也 很 有 必要 。 此 类 方法 的 原理 和 细 
节 可 以 参阅 1990 年 出 版 的 酶 学 方法 (英文) 182 卷 。 

有 时 细胞 破碎 后 ， 某 些 蛋 白质 并 不 能 被 释放 进入 溶液 ， 例 如 
在 细菌 中 形成 的 包涵 体 蛋 白 。 包 活体 通常 由 于 诱导 细菌 高 水 平 表 
达 单 一 蛋白 ， 造 成 不 溶性 积聚 而 产生 。 纯 化 包涵 体 蛋 白 必须 在 组 
胞 破碎 后 ， 将 其 转变 成 可 溶 形式 ， 在 纯化 前 或 纯化 过 程 中 还 需 恢 
复 且 的 蛋白 的 活性 。 基 本 策略 和 方法 本 章 将 做 介绍 。 
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2.2 细胞 破碎 和 蛋白 质 溶解 


经 典 的 细胞 蛋白 质 分 离 纯 化 流程 由 下 述 主要 步 又 组 成 ， 清洗 
组 织 或 细胞 ; BANA; 离心 除去 膜 组 分 等 获得 可 溶性 蛋白 质 
(目的 蛋白 是 膜 蛋 白 时 用 去 垢 剂 处 理 ); 通过 离心 EST. 电泳 等 
方法 进一步 纯化 ， 得 到 产物 蛋白 。 

细胞 破碎 前 ， 组 织 一 般 用 缓冲 盐 液 洗 去 残留 血液 和 污染 物 ; 
培养 细胞 通常 用 缓冲 盐 液 混 基 后 离心 ， 除 去 残留 培养 液 等 。 细 胞 
RETE 9 Bh de V9 EROS 5A. ^) KORR BS T] 3E UT DI E 
12 000 x gÈ -Ù 10min 到 100 000 X g 离心 ih 范围 内 离心 。 沉 演 
主要 含有 膜 组 分 等 ， 弃 去 。 上 清 含有 目的 蛋白 称 为 粗 提 物 。 如 果 
粗 提 物 有 漂浮 颗粒 ， 可 用 纱布 或 玻璃 纤维 滤 去 后 再 进一步 纯化 。 

各 种 组 织 和 细胞 的 常用 型 解 方法 列 于 表 2.1。 

21 各 种 组 织 细胞 破碎 方法 


gi ge BE ru: 组 织 种 类 
We 7 KAR 大 多 数 动 、 植 物 组 织 
FARR 柔软 的 动物 组 织 
超市 细胞 温 悬 液 
BRAK ip. M5. Ba 
研磨 quis. 、 植 物 细胞 
高 速球 麻 HB REL 
Se Wi. BEAR 
Am E 组 织 培养 细胞 
APL RBA i. AER 
Ie We 红细胞 、 细 菌 
nM SU 培养 细胞 

2.22.1 53 浆 


色 浆 是 机 体 软 组 织 破碎 最 常用 的 方法 之 一 。 它 的 工作 原理 是 
通过 固体 剪 切 力 破碎 组 织 和 细胞 ， 释 放 蛋 白 进 人 溶液 。 市 售 的 匀 
浆 器 主要 有 四 类 ,刀片 式 组 织 破碎 匀 浆 器 、 内 切 式 组 织 匀 浆 器 、 
玻璃 匀 浆 器 和 用 于 规模 生产 的 高 压 匀 浆 器 。 玻 璃 勾 浆 器 的 多 桨 头 
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Gh) 有 玻璃 制 的 ， 也 有 特 夫 隆 制 的 ， 既 可 以 手动 也 可 以 电 
动 9 .3324,38]。 高 压 匀 浆 器 的 工作 本 节 暂 不 涉及 。 由 于 匀 浆 过 程 
中 蛋白 质 被 蛋白 酶 降解 的 可 能 性 较 小 ， 所 以 匀 浆 是 简便 、 迅 速 和 
风险 小 的 组 织 破碎 方法 ， 是 实验 室 首先 考虑 的 方法 之 一 。 


图 2.1 4X9 


2.2.1.1 MEX 
1》 用 组 织 剪 或 手术 刀 迅 速 将 清洗 的 组 织 分 离 成 适宜 的 小 块 ， 


如 Lem?; 
2) 每 体积 湿 重 组 织 通常 加 3 一 5 倍 体积 预 冷 的 匀 浆 缓冲 液 至 
勾 浆 容器 内 ; 
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3) HBR: DB 72 Wah BAI 3 8.53 2 BELA 500 — 1500r/min 
WIE, 5) 3— 6 IX, SEI 5— 10s。 四 手动 玻璃 印 浆 器 
5] 10—20 X. ON ARERR IR a A A RHR 
句 浆 器 以 1000 ~ 3000r/min MRE, BRAK 3 次 ， 每 
次 20~30s, KA ILE. 


2.2.1.2. it E 


D WRAY 28 tr A A E E Rt ir 0.35~0.70mm. E 
ROR eA OR. b. MAS SKAB £89 533 ; 
手动 玻璃 匀 浆 器 常用 于 培养 细胞 和 脑 组 织 等 的 勾 浆 。 

2) 勾 浆 过 程 应 注意 维持 低温 。 琉 璃 匀 浆 器 可 外 置 冰 水 浴 ， 
其 他 勾 浆 容器 可 预 冷 或 在 冷 室 内 匀 浆 。 

3) 匀 浆 时 所 需 匀 浆 缓冲 液 的 体积 在 不 同 条 件 下 可 有 很 大 差 
别 ， 有 时 甚至 可 为 湿 重 组 织 体积 的 9 一 10 倍 。 

4) 匀 浆 的 效果 可 以 用 相差 显微镜 观察 组 织 细胞 状况 评估 ， 
也 可 定量 单位 湿 重组 织 释 放 的 蛋白 质 含量 监控 。 


2.2.2 fü 声 


输入 高 能 超声 波 可 以 破碎 细胞 ， 其 机 理 可 能 与 强 声波 作用 溶 
液 时 ,气泡 产生 、 长 大 和 破碎 的 空 化 现象 有 关 。 空 化 现象 引起 的 
冲击 波 和 剪 切 力 使 细胞 裂解 。 超 声 破 碎 的 效率 取决 于 声 频 、 声 
能 、 处 理 时 间 、 细 胞 浓度 及 细胞 类 型 等 。 

使 用 超声 破碎 必须 注意 的 是 控制 强度 在 一 定 限 度 ， 即 刚好 低 
于 溶液 产生 泡沫 的 水 平 。 因 为 产生 泡沫 会 导致 蛋白 质变 性 。 过 低 
的 强度 将 降低 破碎 效率 。 最 好 在 正式 实验 前 用 多 余 样品 试 超 ， 调 
校 超声 波 发 生 器 在 稍 低 于 产生 泡沫 的 强度 。 正 式 超声 样品 时 强度 
只 能 在 预定 位 置 附近 做 微小 调整 ，， 

超声 破碎 在 处 理 少量 样品 时 操作 简便 ， 流 量 损失 少 ， 适 于 实 
验 室 应 用 。 但 是 超声 波 产生 的 化 学 自由 基 团 能 使 敏感 的 活性 物质 
变性 失 活 ， 噪 声 令 人 难以 忍受 ， 大 容量 装置 声 能 传递 、 散 热 均 有 
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困难 。 


图 2.2 超声 波 细胞 裂解 仪 


2.2.2.1 WIEPKE 


1)》 清 洗 后 的 组 织 用 捞 切 机 切 碎 成 小 块 ， 混 最 在 至 少 两 倍 体 
积 的 缓冲 液 内 ; SATA (A), WARES 
两 售 体积 的 缓冲 液 内 ; 

2) 将 超声 探头 没 人 混 臣 液 内 ， 进 行 超声 破碎 。 一 般 总 超声 
时 间 约 2min， 分 为 几 个 周期 ， 如 4x 30s， 周 期 之 间 让 样 
品 在 冰 浴 中 冷却 。 


2.2.2.2 it Ë 


1) HUSREPE GETHT- PATROL UST RHA 
可 以 适当 延长 破碎 时 间 ， 一 般 不 宜 超过 min, 但 最 多 
处 理 1g ARAR, 
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2) 用 相差 显微镜 检查 细胞 破碎 的 效率 。 

3) 超声 破碎 需 提醒 注意 的 -- 点 是 在 整个 过 程 中 探头 要 保持 
TT RBM BH 

4) 具体 细节 可 参阅 文献 (7, 13, 29 ]r BHR. 


2.2.3 RAR 


A ea PB SA s FE E E SR AR Bt eg E 
喷射 到 静 上 的 撞击 环 上 ,被 迫 改变 方 
向 经 出 口 管 流出 。 此 过 程 中 细胞 经 历 
了 高 速 造 成 的 前 切 、 硕 撞 及 高 压 到 常 
压 的 变化 ， 从 而 破碎 释放 内 含 物 。 增 
加 压力 或 增加 破碎 次 数 都 能 提高 破碎 
效率 ， 但 压力 增加 到 一 定 程度 零 部 件 
磨损 较 大 。 通 常 撞击 环 较 易 磨 损 应 定 
期 更 换 。 为 防止 污染 ， 使 用 前 后 高 压 
室 至 出 口 管 需 彻 底 清 洁 。 


2.2.3.1 操作 步骤 


D 用 裂解 缓冲 液 温 悬 清洗 过 的 图 2.3 mox 
细胞 。 通 常 细胞 湿 重 (g) 与 
缓冲 液体 积 (m) 之 比 的 范围 是 171 到 174; 

2) 加 样品 液 进 入 高 压 室 ， 并 提升 压力 至 预定 值 (一 般 
0.55 x 108 —1.38 X 105 Pa; 

3) REREAD, WERE HEEL DICE 2g 8E 23m (ABH 
1 滴 )。 


2.2.3.2 it 意 


1》 该 法 常用 来 裂解 细菌 和 酵母 43]。 
2) 适用 于 中 等 体积 《10 一 30ml》 的 样品 ， 体 积 术 大 或 太 小 
均 不 适宜 。 
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3) 为 获得 样品 最 佳 破碎 效果 ， 样 品 可 以 第 二 次 甚至 第 三 次 
通过 高 压 久 浆 。 

4) 温度 敏感 物质 有 必要 低温 操作 。 多 次 实施 时 ， 每 次 样品 
要 冷却 。 


2.2.4 BR Æ 


WES e ERE dA — n BAS T T FES ST) 
Hw E n LE RR. E 
FRY EOS v TL dedero, 
在 研 钵 内 样品 与 磨料 被 研磨 成 厚 
糊 状 。 一 次 破碎 的 细胞 量 湿 重 可 
达 30g。 


2.2.4.4 HEN 


1) 加 20g 清洗 过 的 细胞 人 预 
冷 的 研 钵 内 ; 

2) 准备 40g 石英 沙 或 氧化 
A; 

3) 在 研磨 细胞 的 过 程 中 逐步 
加 入 石英 沙 或 氧化 铝 ， 即 

图 2.4 BRIMIL 边 研磨 边 加 入 。 加 完 磨料 

再 继续 研磨 几 分 钟 ; 
4) 用 60ml 绥 冲 液 混 悬 细胞 糊 ， 离 心 除去 细胞 碎片 和 磨料 。 


2.2.4.2 it X 


1) 此 法 主要 用 于 细菌 、 酵 母 和 一 些 植物 组 织 。 研 磨 操作 一 
MA MTT 15min。 

2) 石英 沙 或 氧化 饮用 前 做 清洁 处 理 。 

3) 研磨 时 产生 劈 呵 声 可 能 是 效果 不 错 的 好 兆头 。 


2.2.5 (高 速 ) KE 


该 法 应 视 为 研磨 法 的 扩展 。 它 用 玻璃 珠 替 代 磨 料 。 小 量 样品 
( 温 重 不 超过 3g) 可 在 试管 内 进行 ， 大 量 样品 需 使 用 特制 的 高 速 
珠 磨 机 。 


2.2.5.1 操作 步骤 


1) 0.1~3g 湿 重 细胞 混 悬 看 等 体积 缓冲 液 内 。 容 器 建议 选 
用 结实 的 聚 乙烯 试管 ; 

2) 每 克 湿 重 细胞 加 入 1 一 3g 预 冷 的 玻璃 珠 ; 

3) 用 混 旋 搅拌 器 最 大 强度 泥 旋 3~5 次 。 每 次 Imin, WK 
Zila Bok E194 Imin, 


2.2.5.2 it 意 


1) 本 法 最 常用 来 破 体 酵母 8 。 

2) WAKA IS 500km、 用 前 如 下 处 理 : RRE, XU 
RGEC TE, HER JHBUBUT. 

3) AEAEE E Ws. A 4 EHE RE DL Er o HJF 
MERE EE RF. 


2.2.6 酶 D 


B6 EHE SC ESI AE TO EGER A HSE RAE LR IS AT A 
Wf] Hu 75 3; AE 38 £9 Ro p^ 400 RR 385 A8 HL ET S EDI L2 E ERO 4 
(WRG. HIM AE AS. p. 3-0 TEE. B1, 6-9 REPE. 
AAS. HARR., BHI. AAU, SS. qui 
AAA, BBL ADE Sa EE. (A KBE 
时 要 注意 控制 温度 | MEE., WAH, SUK TTB), XB 
URE PRA ab AC HERO BA AP BRITE MI o 


02035 


2.2.6.1 REPR 


D RERMUDABHAFT TE 缓冲 液 内 ， 每 克 细 菌 需 3ml 
缓冲 液 。 调 整 温度 至 20C ~37C; 

2) 每 Sm WRIA Img 溶菌 酶 ， 可 以 从 新 配制 10mgxmi 
的 母液 吸取 或 直接 用 酶 的 冻 干 粉 ; 

3) Æ 20C ~37C HMA 10 一 20min， 同 时 轻 轻 揪 动 。 


2.2.6.2 it X 


1) 增加 溶菌 酶 的 浓度 ， 如 高 达 10mg/ml， 能 更 快 的 溶解 细 
菌 ， 用 更 高 的 浓度 甚至 在 4C 作用 Smin 即 可 获得 满意 的 
溶解 。 

2) 虽然 酶 溶 法 有 选择 性 释放 产物 、 核 酸 泄 出 硬 少 、 细 胞 外 
形 完整 等 优点 , 但 它 也 存在 明显 不 足 ， 如 酶 价格 高 、 通 
用 性 差 、 有 时 存在 产物 抑制 。 

3) 本 母 细胞 酶 溶 法 较 复杂 ， 其 操作 步骤 可 查阅 文 
献 [12，16]。 


2.2.7 化 学 渗透 


Aue AT LIS GÆ, PÆ) He RR TEA 
(SDS, Triton X-100), AEAN (EDTA), EEM (GREM. 
BR) 等 化 学 药品 都 可 以 改变 细胞 壁 或 膜 的 通 透 性 ， 使 内 含 物 有 选 
择 好 诊 透 出 来 。 这 种 处 理 方式 就 是 化 学 渗透 法 。 本 文 仅 以 表面 活 
性 剂 Triton X-100 为 例 简要 介绍 如 下 。 


2.2.7.1 FPR 


1) 用 缓冲 盐 液 (TBS: 10mmol/L pH7.5 Tris-HCl , 
150mmol/L NaCl) 4 筷 洗 细胞 几 次 ; 
2) 离心 除去 缓冲 盐 液 ， 在 含 0.1% ~0.3% Triton X-100 的 
缓冲 盐 液 (TBS) PREA (107 — 10° 细胞 /ml 或 总 
. 28 . 


EE 3~4mg/ml); 
3) (AERA PIAA IL, KPI 10~60min, 


2.2.7.2 Æ E 


D 低 浓 度 表 面 活性 剂 处 理 、 如 能 充分 溶解 细胞 ， 则 它 是 很 
温和 的 方法 。 

2) 车 月 的 蛋白 不 稳定 ， 冰 浴 中 驻 育 时 间 可 以 减少 甚至 取消 ; 
裂解 液 内 加 入 0.2 倍 体积 50% 甘油 也 可 以 稳定 目的 蛋 
白 。 

3) Triton X-100 以 外 的 表面 活性 剂 也 可 以 用 。 

4) 此 法 主要 用 十 溶解 培养 的 动物 细胞 La] 。 


2.2.8 其 他 方法 


HERA LBS IIS LAGE. 、 冻 融 裂解 法 等 。 低 渗 烈 解法 
是 无 胞 壁 细胞 在 低 渗 溶 液 中 通过 渗透 张力 作用 裂解 的 方法 ， 常 用 
于 红细胞 的 裂解 。 冻 融 裂 解法 是 反复 冻 融 几 次 裂解 细胞 的 方法 ， 
它 仅 适用 于 提取 非常 稳定 的 重启 。 对 二 韧性 很 强 的 组 织 如 皮肤 、 
WLERSE, GHEARE., SO, ER Dn d NUT 
ME BERE pd AR. ERT OANA UR RT, WRX 
可 查阅 其 他 参考 书 及 文献 。 


2.3 包涵 体 蛋 白质 的 溶解 


采用 分 子 生 物 学 技术 导入 的 外 小 基因 在 细菌 中 获得 外 源 蛋 白 
的 高 效 表 达 ， 常 常 造成 相当 多 的 蛋白 质 产物 在 细菌 内 凝集 为 没有 
活性 的 固体 颗粒 ， 即 包涵 笨 !0409.25: 。 包 涵 体 基本 由 蛋白 质 构成 ， 
其 中 $0% 以 上 是 克隆 产物 ， 这 些 产物 的 -- 级 结 梅 是 完全 正确 的 ， 
但 是 立体 构 看 却 存在 错误 ， 所 以 没有 生物 学 活性 。 天 然 细 菌 蛋 白 
很 高 水 平 表 法 时 也 有 凝集 的 倾向， 尤其 是 单个 氨基 酸 残 基 突 变 的 
KOR WaT REE aR Di ift A, Pa BA 
VER TE TEAS EOD, RRA Ry ER E ire 
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避免 蛋白 产物 包涵 体 的 形成 ; 另 一 方面 研究 从 包涵 体 分 离 出 有 活 
性 的 蛋白 产物 。 分 离 纯 化 细菌 包涵 体 蛋 白 的 基本 步骤 如 下 : 破碎 
细胞 一 分 离 包涵 体 一 溶解 包涵 体 一 蛋白 质 产物 的 构 型 复原 等 。 


2.3.1 包涵 体 蛋 白质 的 溶解 及 复 性 


包涵 体形 成 的 原因 比较 复杂 ， 至 今 尚 不 完全 清楚 。 研 究 表明 
它 的 形成 并 非 由 于 表达 蛋白 浓度 超过 溶解 度 造成 的 ， 链 内 二 硫 键 
的 错 配 也 不 是 它 形成 的 主要 原因 [7,2'30]。 优 势 的 观点 认为 : 表 
达 的 外 源 蛋 白 缺 少 某 些 协助 因子 或 因为 局 部 微 环 境 不 适宜 ， 不 能 
正确 地 连续 地 形成 次 级 键 ， 经 过 多 个 中 间 折 符 体 最 终 形成 天 然 三 
维 结构 。 包 涵 体 很 可 能 就 是 表达 蛋白 不 适当 的 中 间 折 番 体 高 浓度 
积聚 在 一 起 形成 的 不 溶 物 。 它 们 不 能 进一步 完成 正确 折 秋 成 为 天 
然 结构 ， 而 是 表达 蛋白 非 天 然 形 式 的 混合 物 Llb20,27]。 包 涵 体 有 
时 在 相差 显微镜 下 可 以 直接 观察 到 ,位 于 大 肠 杆 菌 两 端 ， 呈 深 色 
的 折光 点 ， 约 0.5 一 1jm。 电镜 易于 观察 和 鉴定 。 

虽然 包涵 体 是 表达 蛋白 非 天 然 形式 的 混合 物 ， 但 是 其 肽 链 本 
身 是 完整 的 ， 或 者 说 一 级 结构 是 正确 的 。 从 包涵 体 纯 化 表达 蛋白 
的 一 个 优点 是 包涵 体 易 于 与 网 胞 其 他 成 分 分 离 (5]。 一 般 的 水 沙 
液 很 难 溶解 包涵 体 ， 只 有 在 变性 剂 (RRM, R) 溶液 中 才能 
很 好 溶解 。 这 时 ， 深 解 的 包涵 体 蛋 白 获得 完全 变性 ， 即 除 一 级 结 
构 和 共 价 键 保留 外 ， 所 有 的 氨 键 、 朴 水 键 全 被 破坏 ， 朴 水 侧 链 完 
全 暴露 。 然 后 ， 在 一 定 条 件 下 除去 变性 剂 促使 产物 蛋白 完成 正确 
的 蛋白 折 生 过 程 ， 获 得 天 然 结构 ， 该 过 程 称 为 复 性 。 蛋 白质 复 性 
是 十 分 复杂 的 过 程 ， 目 前 采用 的 方法 主要 有 两 种 。 一 种 是 稀释 溶 
液 ， 使 溶液 中 变性 剂 浓度 逐步 降低 ， 蛋 白质 开始 复 性 。 此 法 简单 
易 行 ， 但 操作 的 液 量 体积 有 时 过 大 ， 同 时 也 降低 了 和 蛋白质 的 浓 
度 。 另 一 种 是 透析 、 超 滤 或 电 渗析 除去 变性 剂 。 透 析 法 经 常用 于 
实验 室 ， 溶 液 对 水 或 缓冲 液 透 析 ， 变 性 剂 透 过 膜 扩散 浓度 逐渐 降 
低 ， 蛋 白质 获得 复 性 。 该 法 液 量 总 体积 和 蛋白质 浓度 变动 不 大 ， 
但 时 间 较 长 ， 有 时 会 形成 蛋白 质 沉淀 。 


-~ 30° 


在 复 性 过 程 中 必须 注意 的 问题 是 : 包涵 体 蛋 白 如 含有 两 个 以 
上 二 硫 键 时 ， 有 可 能 产生 肽 链 内 和 肽 链 间 的 错 配 。 这 种 情况 ， 在 
复 性 之 初 需 用 还 原 剂 (二 硫 苏 糖 醉 、B- 琉 基 乙 醉 、 还 原型 谷 胱 甘 
KS) 打开 二 硫 键 , RAMEE (ARK, ERA 
酸 、 碱 性 条 件 下 的 空气 等 ) 促进 正确 二 硫 键 的 形成 。 

由 于 和 蛋白 质 复 性 十 分 复杂 ， 通 常 包 涵 体 蛋白 复 性 率 很 低 ， 不 
超过 20% 。 应 该 看 到 不 同 的 产物 蛋白 具有 不 同 的 结构 和 功能 ， 
其 复 性 过 程 也 各 不 相同 ， 存 在 明显 的 差别 和 不 同 难 易 程度 。 具 体 
的 产物 重 白 复 性 方法 要 根据 基本 原理 和 初步 试验 ， 设 计 及 科 选 最 
佳 复 性 方案 。 迄 今 包涵 体 蛋 白 复 性 方法 的 改进 仍 在 不 断 研 究 之 
中 。 本 文 主要 介绍 实验 室 常 用 的 基本 步骤 。 


2.3.1.1 包 活 体检 定 


首先 要 检查 总 细胞 抽 提 物 中 是 否 存 在 产物 蛋白 的 高 水 平 表 
ih; 其 次 要 检查 高 水 平 表 达 的 产物 蛋白 是 否 主要 以 不 可 溶 的 形式 
存在 ; 最 后 要 确定 是 否 产物 蛋白 积聚 形成 包涵 体 。 常 采用 的 方法 
有 电泳 、 免 疫 印 迹 、 相 差 显微镜 或 电镜 观察 (图 2.5) F. 


2.3.1.2 细胞 裂解 


1) 选择 裂解 细胞 的 工作 缓冲 液 ， 实验 室 常见 的 通用 缓冲 液 
是 : 0.05mol/L, pH7.0 RRB PR, £ O.05mol/L 
氧化 钠 和 lmmol1 EDTA。 在 适量 缓冲 液 内 混 悬 细胞 。 

2) 选用 超声 、 玻 璃 珠 研磨 或 溶菌 酶 处 理 等 方法 裂解 细胞 
(参照 2.2)。 建 议 此 步骤 适当 加 入 和 蛋白酶 抑制 剂 。 


2.3.1.3 BAKIA 


D Spo AERE, 12 000X g 4C, 5mins 
2) 将 沉淀 混 悬 在 9 AHS 0.5% Triton X-100 的 工作 组 
PRA, SiH A Smin。 
3) BRAD, 12000 g 4C , Smin, 
2307 


a 


图 2.5 包涵 体 的 电镜 观察 。(A) 大 肠 杆 菌 的 超 水 切片 显示 突变 的 CheB 
蛋白 的 包涵 体 。 包 埋 的 菌 体 未 被 染色 。(B) 电镜 下 观察 到 的 含 CheB Æ 
和 白 的 包 活 体 的 大 肠 杆 菌 匀 浆 ， 戎 体 及 其 碎片 未 被 染色 【 引 自 文献 【20]) 


2.3.1.4 CHERE 


1) FRIRE Im E Smol/L HR. 2mmol/L X5 Ji 8l 4 BC t 
AKAN O.2mmol/L $ £t Æ $7 EKO TERR AB 
EHE TR BE RR E 2. 5mg/ml, KER A RI 
于 天 然 结 构 的 形成 。 

2) 将 溶液 在 室温 保留 60min。 


2.3.1.5 复 性 


D) 每 毫升 脲 -蛋白 溶解 液 缓 慢 加 入 9ml 含 2mmolA 还 原型 
SEH KA 0. 2mmol/ZL 氧化 型 谷 胱 甘 肽 工作 缓冲 液 。 
2) SRA 2~4h. 
* 32 . 


2.3.1.6 SE * 


1) 一 定 要 检测 裂解 液 上 清 中 的 可 溶 产物 蛋白 。 有 时 尽管 形 
成 包涵 体 ， 仍 有 一 定量 的 可 溶性 产物 蛋白 。 

2) 为 监测 细胞 裂解 的 程度 ， 裂 解 后 应 用 相差 显微镜 进行 检 
查 。 如 有 完整 细胞 将 会 随 包涵 体 沉淀 ， 从 而 降低 包涵 体 
蛋白 的 纯度 ， 则 需要 进 -- 步 裂解 。 

3) 常用 6mol/L ik RN EE 8molXL 脲 溶解 包涵 体 。 侦 而 ， 
也 用 1%SDS 溶解 包涵 体 ,但 在 后 面 的 步骤 里 较 难 除去 。 

4) 复 性 过 程 中 ， 二 硫 键 的 变换 也 可 以 在 碱 性 条 件 《pH 
10.7) 溶解 蛋白 ， 然 后 用 盐酸 滴定 至 pH 8.0 HIE], 
而 不 用 谷 胱 甘 肽 等 还 原 剂 、 氧 化 剂 等 。 

5) 复 性 也 可 以 通过 加 入 伴侣 分 子 、 配 体 、 底 物 或 辅 基 等 获 
得 较 理想 的 结果 。 它 们 可 能 促进 与 天 然 结 构 密切 相关 的 
折 双 中 间 体 的 稳定 。 

6) 不 隔 的 包涵 体 蛋 白 有 不 辣 的 最 佳 复 性 途径 (2,26.351。 有 
时 侧 链 化 学 修饰 或 加 入 蛋白 沉淀 剂 也 能 帮助 完成 复 
性 63,22]。 


2.3.2. 防止 包涵 体形 成 


aim BL Blas POR IDE 100%， 常 见 情 况 是 表 
ik af 一 定 程度 的 分 离 ， 即 -- 部 分 表现 为 可 溶性 天 然 蛋 白 ; 
一 部 分 志 砚 为 包涵 体 变性 蛋白 。 目 前 的 理论 认为 包 酒 体 主要 由 于 
末 守 成 折 礁 的 多 肽 链 积聚 形成 ， 所 以 减少 包涵 体形 成 ， 增 加 可 溶 
性 去 人 1 表达 的 策略 之 是 改变 折 均 中 国体 形成 的 速率 ， 从 而 降低 
Josep zc pep sim E FS, B Bea e dr C XC PA ES V 8 iE 
X6 己 有 - 些 文献 中 介绍 增加 细菌 表达 可 溶性 蛋白 的 方法 ， 遗 
PAYA dy -MERR SHERMER. 不 得 不 
HOME AS WN eRe - HA XE, pedi BE fr. 

(1) 降低 细胞 生长 温度 

.33 。 


dd dro d np [p pc e E EK RT AE 
Ans CEBEEMR BE T OK ACE GC FB, PREDA RES 3 ilc 
HE 4i E GE a a Rn fe e (GAS s go, EE e nip aE 
Jod RE e vt hag sel cg. (o KTOREPERUORIB ACT UR 
HT, BEARS FR UA RE BD) 30 表达 的 产物 重 白 可 达到 37C 表达 的 3 
一 16 f& 9 。 但 是 此 方法 使 用 是 有 限度 的 ， 轩 为 有 效 的 细胞 生长 
Ha HE 4 FA EE. 

(2) 共 表 达 分 子 伴侣 

分 子 伴 侣 是 -- 些 蛋白 质 ， 它 们 可 以 利用 水 解 ATP 释放 的 能 
Wey 46 BRA ARS, Ea rit (GroFL、 
GroES, DnaK, HipG) MARS STIR RR. EP AE 
Kase Emp RAMOS de RAP 
伴侣 DnaK 48K FE BR PEK B RT E ME AC: aR aa 87 157. 
Amrein 等 21 共 表达 GroEL ,. GroES AH t 244 o J (3j Ex i s 
果 ,， 上 应 该 注意 到 : 大 多 数 情况 即使 其 表 达 分 于 位 信也 难以 获得 高 
sik Aii arre PER 

(3) 改变 渗透 压 

Blackwell 和 Horgan ^. (AAG EP AIA KHI S LAMP 44 
MERE, LR SUERTE fE F 0076 DÀ LIAE AR ETE X (o E, A 
4f (c SUCRE SCR RAM TANE ALT OL oc eT TEI oR AUS 
此 机 理 可 能 是 山梨 醇 促进 细 跑 摄取 入 质 酰 耐 菜 城 ， 司 首 通 过 优先 
水 合作 用 稳定 量 白 结 构 T. AI. Wotpp Pli S HAS 
We PRA te RS eA Peat K TS 

(4) 融合 蛋白 

La valliec 45 if CE CIT AE Hn E Bhd FL K AUEI Po 
生长 因子 基因 进行 融合 表 运 ， 在 原 扶 编 驳 中 成 功 地 歼 得 了 高 水 于 
SPATE REI. BB ET MUI Hn) MEHI Ae US nERE Zo ak 
^V EL TA LA B] TEE EX <. 
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So ”和 蛋白质 浓度 测定 


3.1 280 纳米 (Aso) 光 吸收 法 
这 “方法 可 用 来 快速 检测 溶液 中 是 否 含有 得 鼎 质 成 分 。 通 党 
JE) VRE LT UE BES REW EE FEL ERO DE BEG 
3.1.1 4 要 
3.1.1.1 所 需 时 间 
儿 分 钟 ， 
3.1.1.2. dX m 
1) 快速 ; 
2) MET RCRA. 
3.5.1.3. &k 点 
1) BAER AE hE, OAEI AK QR (Tyr). Æ 
ARR (Phe) MEAR (Trp) 残 基 的 强酸 收 值 米 测 定 
AY. AS hi EP fy AS DATA GB, ws mun 
质 中 没有 Phe, ‘Tyr Trp RAE, FRI AEA TB Rh, 
(Wad FAR AR RP ee, IE fra. 
2) ABO s desi FEAL. 
3.1.1.4. R & E 


0.2mg/ml ~ 2mg/ml; tt (& FF GI Ji ^] d ie PL O. ml 
( 7 0.05mg). 


» We 


3.1.1.5 原 pl] 


由 于 蛋白 质 分 子 中 常食 酷 氨 酸 、 色 氮 酸 、 莱 再 氨 酸 等 莱 环 
结构 ， 在 紫外 280nm 波长 处 有 最 大 吸收 峰 ， 其 吸收 值 与 蛋白 
质 浓度 成 正比 , 故 可 用 280nm 波长 吸收 值 大 小 来 测定 蛋白 质 含 
量 o 
3.4.2. i 备 

1) 分 光 光 度 计 (BCR RIMS) 

2) 石英 比 色 杯 

3) 用 于 洲 液 转移 的 吸管 和 吸 款 
3.1.3 iX 9) 

实验 用 缓冲 液 {空白 对 照 ) 

3.1.4 操作 步骤 
3.1.4.1 单 道 分 光 光 度 计 

D 将 实验 用 缓冲 液 加 入 比 色 杯 中 ， 将 Ang HEE. 

2) 吸 去 缓冲 液 对 照 加 和 人 样品， 记录 As ffi. 
3.1.4.2 双 道 分 光 光 度 计 

1) 将 仪器 调 零 。 

2) 将 样品 和 对 照 分 别 如 人 样品 杯 和 对 照 杯 中 ， 然 后 记录 光 

吸收 值 。 
3.1.5 注意 事项 


D 实验 室 中 常 犯 的 错误 是 认为 用 Lem 的 比 色 杯 所 测 光 吸 收 
值 为 1.0 时 ， 蛋 白质 溶液 浓度 大 约 为 1mg/ml， 这 是 非常 
不 精确 的 。 以 下 比较 了 不 同 的 标准 蛋白 质 在 1mg/ml 时 的 
Jes uic (lU 。 
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2) XTRA BE QE Hf Hc Le PST RI t CT BG EE GS LER 


ft AER TE pb B TE SERIE. Ass fü EA BBR R LE 
FL Se, np f REUS RIO SI E E EB 77 1: AN Brad- 
ford »X f£ [ ] B $3 Ae eR TS Ha AS. 


EIL Joss | TIT: Asay 
中 由 证 t pHEM 0 038 
FUR HONE A 0.77 | Hsu 1.60 
WT LANI 0.79 | He ree Her LN 2.02 
Wa L3 Ponte INT 


4 


6 


7 


140 - 


— 


— 


— 


— 


~ 


Ji s EL pf RE Sb e X dee EA H fy XC IL. PS mi fe 
fi Hoe EPI AS ui n 

HEURE YR OE BUDE BP ih HER DB BE Ji it 
WW GE, AE dg cC KI S 

A 3:5 Fr JUI £C od ii AURK RITE n f FC R fi s ix 
Biz apupbbdy V pid C VITRE E). 适度 的 
£i api f AGI ui fé op una UM OR fe. Et p n ae 
HE og PS IG SEM és Ig OC UE E, ATOCOCIE SI on Ba 
BY ALD] dedi. npuLWEat d EU] a sp F3 Ap GE i CIK 
Ke fe T E YE A, 

ocupa qua d Aon ies 
fo) OE ER, JEP AG ROAM Asc “Ao A EE TE 
Acso / Aca AY LE TEL. 

"Ui REE IMP. obi n FEES. 

ARV LEGIS GugAnl) x 1.5 Axa 20.75 .A 
feme (Og 3. D Pas rax crm Ae an 
YE Aca Sol EET 2. xx IM up IL TF PAD PET CPP 
fi. 


1.8 
1.6 2.0 2.0 
52 
: l 
14 1.8 8 m 
1.6 1.6 44 
1.2 
40 
1.4 1.4 
1.0 $i 
` 12 1.2 32 
0.8 L0 1.0 28 
24 
0.6 0.8 03 20 
0.6 XC 16 
0.4 
0.4 04 E 
8 
0.2 
i 3 0.2 
x 4 
0.0 0.0 0.0 0 
"TI OD, OD 2.0 HERE 
(mg/ml) ig/ml) 


Æ 3.1 列 线 图 。 在 中 间 280nm 和 260m 两 条 标尺 上 相应 两 点 的 光 密 度 
秆 连 线 向 两 侧 延 伸 分 别 与 左右 两 直线 相交 ， 从 两 个 交点 可 推测 出 相应 的 
蛋白 质 和 核酸 的 浓度 
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3.2 Bradford 检测 法 

这 是 Ru. ef EQ b (C UE dI iE TEE UU HE A 7r 
SPADE x GUAM px ae UL FE AS Rma (o 
guess mg AAAS vos A, PS et aS ib 种 严格 的 定量 方 
io Bio-Rad ZS a) A SE Lu fyc Fr MJ ut A x LUE A 2g FCR I 
3.2.1 d 要 
3.2.1.0 所 需 时 间 


10min. 


3.2.1.2 ff 点 
1) BS CECI TG min; 
2) WEAR, IL SERI LE AL 
3.2.1.3. & 点 


Dou ACUDIR es 
2) Wax Real ig JUS SE CS e Infor) ETE 


3.2.1.4 灵敏 度 范围 


A ETA HK 25pg/ml ~ 200pg Anil, dz DI APO. Iml, a2 
AM URL AE 2 Spg. 


3.2.4.5 原 BH 


这 方法 其 二 尊号 斯 党 此 6250 (£c. RRA S bigi IB 
式 在 ERRER. SARR LOAR, CH 
ud A AIG, OE feto. PON BE. he le 
13 fE 465 ~ 595mm 处 (p ht Arg HMRC APL, 167r ži C TTA I3 
"amies OX EIC XR. 本 此 可 检测 S9Snm fif JC SX ANS 
KASER PIII t. 


42-5 


3.2.2 & f 


D 分 光 光 度 计 

2) WR ER ORAE CUR) 
3) 加 样 关 和 加 样 枪 

4) 移 液 管 

5) 小 试管 和 Eppendorf 管 
6) WER 

7) Rei 3s 


3.2.3 iÀ D 


1) 考 马 斯 亮 蓝 G-250 染料 

2) Img/ml 牛 血清 白 蛋白 CBSA) 
3) 95% 乙 醇 

4) 85% BEAR 


3.2.4 操作 步骤 
3.2.4.1 8 液 


1) Bradford fi& £P i 

100ml 9596 乙醇 

200ml 88 % 磷酸 

350mg Serva G if 

室温 下 长 期 保持 稳定 。 

Bradford 工作 液 

425ml KZK 

15ml 95% 乙醇 

30ml 88 % BEAR 

30ml Bradford È FFH 
Whatman 1 SEAE, (RF SiR EMP, OT EA 
数 周 ， 但 在 使 用 前 需要 再 过 滤 。 


2 


— 
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3.2.4.2 检 i 


D KECER S BOE CRA PER 10000; 
2) 补 加 实验 出 缓冲 液 至 终 体积 1005; 


3) 


加 入 tml Bradford 工作 液 六 震荡 混 匀 ; 


4) 在 2min 后 测 Asws 值 53:， 测 量 应 在 Th 内 完成 91。 
3.2.4.3 制作 标准 曲线 


D 


[m] 
— 


3) 


4 


wr 


5 


— 


* 44 + 


A bxc Bh 2R FEE A CL n RE CR ICE LG RE PE RE E RC TE AG 
ES. RUT ERR ECL EIE EE A DEI 
另外 ， 待 .样品 应 当做 两 到 三 次 重复 ， 如 果 用 同一 个 比 
色 杯 来 测定 重 白质 的 浓度 ， 则 应 当先 测量 低 蛋 髓 浓度 的 
Fih, LURA Bradford 染料 吸附 在 比 色 杯 上 不 能 彻底 
abi Vm AR EAR XE o 

由 于 党 白质 和 染料 形成 复合 物 的 反应 是 连续 进行 的 ， 
Bradford 工作 液 应 当 依 次 如 入 标准 和 未 知 蛋 白质 溶液 中 ， 
所 有 的 样品 也 应 按照 颜色 反应 的 次 序 依次 测定 ， 每 … 次 测 
定 末 知 肯 和 白质 溶液 的 浓度 时 都 应 当 作 一 条 新 的 标准 曲线 。 
下 面 的 标准 曲线 数据 表 列 举 了 如 何 做 标准 曲线 的 过 程 。 
在 所 测 开 和 白 浓度 范围 内 必须 确保 标准 曲线 的 线性 范围 内 ， 
从 则 未 知 蛋白 浓度 的 读数 将 会 咏 现 大 的 误差 。 

(EWE Asos 值 后 ， 要 用 所 测 值 的 平均 值 作出 图 3.2 中 的 
PRIER. 

Bradford 法 所 测定 的 标准 曲线 在 2.5pg — [Spe BSA TR HE 
AED RISARTEOXSAAR. MI R AE AE in O0 CUR UC FL T 
在 标准 曲线 的 范围 之 外 ， 则 所 测 值 的 误 善 范围 将 相当 大 。 
在 标准 曲线 线性 范围 中 的 不比 在 线性 范围 边缘 的 点 的 线 
性 程度 更 好 ， 它 所 对 应 的 入 轴 的 BSA 的 浓度 既 为 所 测 蛋 
[318 RS TRE e 


hh rii (Lmg/ml 实验 缓冲 液 Bradford Ass 
p : 
rg BSA) A a 试剂 /ml 
t 0 0 w 1 0.000 
2 2.5 2:5 97.5 1 0.120 
3 2.5 AS 97.5 1 0.130 
4 5 5 95 1 0.250 
5 5 5 95 I 6.215 
6 7.5 7.5 92.5 1 0.331 
7 7.5 7.5 92.5 l 0.264 
8 10 t 90 } 0.460. 
9 10 10 90 l 0.442 
0 12.5 12.5 87.5 L 0.531 
3 12.5 12.5 87.5 ] 0.562 
12 I5 15 85 1 0.633 
13 I5 15 85 1 0.617 
l4 17.5 17.5 2.5 1 0.684 
15 17.5 1:8 82.5 L 0.650 
16 20 20 80 ] 0.721 
17 20 20 80 1 0.727 
0.8 
0.6 
£ 04 
a 
o 
OD 0.136 
0.2 
0.0 
0 10 20 
LgBSA 


标准 曲线 
标准 溶液 


图 3.2 Braford 检测 法 所 测 得 标准 曲线 
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3.2.4.4 标准 曲线 的 应 用 
以 下 为 与 标准 曲线 加 时 测 出 的 样 癌 数值 来 推测 未 各 蛋白质 浓 


m. 
mu FE ARR Bradford Aui Yr rka 3X 度 
Abo Ma At iE Anl (Awa) Aug. émg/ml 

be Tem A CEPR UE 
3 8 95 1 0.101 0.082 
i ^5 95 l 11.085 } 
4 10 9t) 1 0.135) 
5 LO o0 1 0.146 - 0.136 2.7 0.27 
6 10 90 i 0.127: 
7 50 50 1 0.700 : 
8 50 SU 1 0.717 ' 0.718 16.4 0.33 
9 50 Su 1 0.738! 


Ti VATE 4p SR BE BE RE 

DARA PR ERI, HS 4-6, (0.1254 
0.136 * 0.117) /3-0.136.. 

2) 使 用 标准 曲线 、 推断 出 样品 对 应 的 BSA 的 量 (假定 与 所 
BUE RR H) WME ih 4 —6, ODss =0.136 水 平 线 与 
Jy i di £& Wi Se Br p RM A EE FEN 2. Tygo 

3) RRS H AIA RUT AR AHR. EE AR 4 — 6, 
2. Fg lOl 7 0.27pg/nl. (0.27mg/ml), 

4) 低 上 标准 曲线 线性 范围 的 平均 值 应 把 略 不 计 。 

5) 溶液 稻 终 的 平均 浓度 为 (0.27 + 0.33) 2 = 0.30 


mg/ml.. 
3.2.5 注意 事项 


O 在 反应 Smin Ki FO EL, LA LO ~ 5min 后 开始 出 现 沉 
淀 ， 区 其 是 高 浓度 蛋白 质 溶液 在 酸性 条 件 下 易 发 生 沉淀 。 
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3 


4 


3 


6 


— 


) 


— 


— 


在 lOmin 之 内 测 完 标准 品 和 样品 ， 则 颜色 损失 误差 将 会 
ANT 296011. 

dE T (6 AL - UC TEA SB ELE EL FI, DI S Ee C Ee eR 
难 洗 净 。 

如 果 用 玻璃 比 色 杯 ， 可 先 用 甲醇 冲洗 ， 然 后 用 玻璃 制品 
aT VEE AG Ak AS a oR, RA EK HCL PR 
prego). 

如 果 样 品 的 光 了 吸收 值 超过 线性 范围 ， 开 用 Bradford 工作 
液 稀 释 样品 至 Sm 后 再 测量 ， 空 白 也 进行 间 样 体积 的 稀 
gi, 

不 同 的 纯化 蛋白 质 测 量 结果 不 同 L2.431， 如 果 用 目的 蛋白 
来 做 标准 曲线 或 用 另 -- 种 方法 来 校正 ， 则 所 测 蛋 白质 浓 
度 较 准确 。 

尽管 牛 血 清白 蛋白 (BSA) 和 染料 的 反应 并 不 是 很 精确 ， 
BSA 常 被 用 来 做 标准 曲线 ， 卵 白 蛋 白 是 另 一 种 可 用 来 做 
标准 曲线 的 蛋白 03] 。 


7) 放置 较 久 的 试剂 产生 的 光 吸 收 值 较 低 [49] 。 
8) Bradford 方法 也 可 用 来 检测 柱 结合 蛋白 的 量 [5 。 
9) xx — Jr ik un JAFA EHARA. 


3.3 Lowry 检测 法 


这 一 标准 、 快 速 的 蛋白 质 定量 检测 方法 已 得 到 广泛 应 用 :1 ， 


3.3.1.1 


在 检测 之 前 可 通过 蛋白 质 沉 淀 将 干扰 物质 去 除 。 
3.3.1 


提 要 
所 需 时 间 
40min。 


3.3.1.2 È 点 


1) 一 种 可 靠 的 蛋白质 定量 方法 ; 
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2) SABA ZAM ERB), 
3.3.1.3 f 点 


D FIERE; 

2) 反 详 速度 慢 ; 

3) 某 些 试剂 不 稳定 ; 

4) 使 看 旬 质 发 牛 不 可 道 变性 : 


3.3.1.4 灵敏 度 范围 
Seg /ml ~ VO0pgAnl 
3.3.1.5 原 W 


Lowry i£: X A Jj. Folin- 酚 试剂 法 .首先 在 碱 性 溶液 中 形成 
WRIT, Bek EG ied iid Re - RB Rit A 
(Folin-Fà J), PEA EMS ENCORE, RARE 
的 复合 物 在 745- 750nm 处 有 最 大 的 吸收 蜂 ， 颜 色 的 深浅 《吸收 
值 ) 与 蛋白 质 清和 度 成 正比 .可 根据 750nm 的 光 吸 收 值 大 小 计算 
T RAT S S. 

3.3.2 i  & 

1) 分 光 光 度 计 

2) kép 

3) RE 

4) 枪 头 和 加 样 枪 

5) 试管 (3—5mD 

6) 试管 架 

7) RD ae 
3.3.3 iÑ D 


1? CuSO,:5H;O 
* 48° 


2) NaC H; (-2H;0) (FF RRB) 
3) NaCO; 
4) NaOH 
5) Folin- 酚 试剂 
3.3.4 操作 步骤 2 
3.3.4.1 8 M 
(D HHA, 100m! 
0.5g CuSO,-5H;O 
ig NasCeHsO; (-2H;0) 
加 双 燕 水 至 100ml, 溶液 可 长 期 保存 于 室温 。 
(2) 溶液 B，1L 
20g NaCO, 
4g NaOH 
MLR KE IL, 溶液 可 长 期 保存 于 室温 。 
(3) 溶液 C，51ml 
ini 溶液 A 
50ml 溶液 B 
(4) BRD, 20ml 
10 ml Folin- 酚 试剂 
10 ml WRK 


3.3.4.2 $È 测 


D ROCK flt ERE ah € 0. 5ml; 

2) 加 2.5ml 溶液 C; 

3) 混 匀 在 室温 下 放置 5~ 10min; 

4) 加 0.25ml BMD, HA; 

5) 20~30min A, 在 分 光 光 度 计 上 Ayw 值 。 


3.3.4.3 从 干扰 物质 中 纯化 蛋白质 样品 的 附加 步骤 


SIM = AMM (DOC-TCA) 沉淀 法 。 此 法 可 在 测定 蛋 
、49 ， 


0 20 40 60 &O 


EBSA 


3.3 Lowery 检测 法 标准 曲线 


MERR CIC RE IET Jag ml fL TE E ROS, 

所 需 试 剂 : 0.1596 (wv) DOC: 72% TCA 

1) 于 im & £ SEE AT AO. Iml 0.1596 DOC; 

2) RA ERARE 10min; 

3) 加 入 0.1ml 72% TCA, A, 1000 — 3000 X 离心 
5 ~ 30min, 如 使 用 国定 角 转 头 ， 以 及 低温 或 大 体积 则 需 较 
长 时 间 离 心 ; 

4) fi, RFE |: 清 液 ; 

5) 直接 用 溶液 溶解 沉淀. 


3.3.5 注意 事项 L8-30， 


1) fili A TAA 20 ~ 30min 后 时 色 达 到 人 饱和， 此 后 每 小 时 大 
色 信 和 号 减弱 1% 。 
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2) 许多 干扰 物质 降低 颜色 反应 ， 而 去 垢 剂 引起 颜色 轻微 升 
alt, 

3) 高 浓度 盐 可 引起 沉淀 。 

4) 氯仿 抽 提 可 去 除 溶液 中 的 脂 质 ,在 K* SX Triton X-100 
存在 时 可 通过 离心 去 除 混 省 物 。 

5) AHA, RRA EDTA 的 干扰 可 通过 在 Lowry 试剂 中 加 
入 SDS ÆR, 

6) 一 般 祖 况 下 ， 蛋 白质 - 染料 复合 物 的 消光 系数 和 1.2。 


3.4 = ER ER (BCA) 检测 法 
这 是 近来 新 研制 的 一 种 改进 的 Lowery 测定 法 ， 反 应 简单 而 
且 几 乎 没有 干扰 物质 的 影响 ， 
3.4.1 # 要 
3.4.1.1 {È 点 
1) 单一 试剂 ; 


2) Armee: 
3) 5 Lowry 测定 法 相 比 几乎 没有 干扰 物质 的 影响 。 


3.4.1.2 & 点 


D 反应 时 间 长 ; 
2) 蛋白 质 发 生 不 可 逆 的 变性 。 


3.4.1.3 ”灵敏 度 范围 


1) 标准 检测 : 10~1200ug/ml; 
2) HERU: 0.5~10pg/ml, 


3.4.1.4 原 Bll 


在 碱 性 环境 下 蛋白 质 分 子 中 的 肽 键 结构 能 与 OF 络 合生 成 
ke bia be + SE: 
wj. 


络 合 物 ， 同时 将 Cw! 还 原 成 Cu' 。 而 BCA 试剂 可 敏感 特异 她 与 
Cul 结合 ， 形 成 稳定 的 有 颜色 的 复合 物 ， 在 562nm 处 有 高 的 光 
吸收 值 。 颜 色 的 深浅 与 蛋白 质 浓度 成 正比 ， 可 根据 吸收 值 的 大 小 
来 计算 蛋白 质 的 含量 。 


3.4.2 设 备 
D 分 光 光 度 计 
2) 37C KBR 
3) 小 烧杯 
4) BRE 
5) 枪 头 和 加 样 枪 
6) 试管 
7) 试管 架 


3.4.3 iX 38] 


1) BCA (bicinchoninic acid — MEME FR BE) 
2) NaCO; HO 
3) NasCsHyO, (°2H2O) 《酒石酸 钠 ) 
4) NaOH 
5) NaHCO, 
6) CuSO,°5H,0 
3.4.4 ”操作 步骤 [> 
3.4.4.1 深 液 
(D AA A, IL 
10g BCA (196) 
20g Na;COs* HO. (2% ) 
1.6g Na;C4H40, (20) (0.1696) 
4g NaOH (0.496) 
9.5g NaHCO, (0.95) 
. 52 . 


加 水 至 1L, FA NaOH 或 固体 NaHCO, 调节 pH fA € 
11.25, 

(2) 试剂 B，50ml 
2g CuSO,* 5H;O (4%) 


MARKE 50ml。 
试剂 A 和 试剂 B 在 室温 下 至 少 稳定 12 个 月 ， 并 可 购买 
商品 化 试剂 。 
(3) 标准 工作 试剂 (SWR) 
50 份 试剂 A 
1 份 OD 
可 稳定 一 : 周 。 
0.8 
0.6 
x04 a 
o 
0.2 
0.0 
0 20 40 60 80 
ugBSA 
图 3.4 BCA 测定 法 标准 曲线 
3.4.4.2 检 测 


1) 将 1 倍 体积 样品 与 20 倍 体积 的 SWR 混合 《例如 : 10044 


+ 5S3 - 


2) 
3) 
4) 


3.4.5 


5 


— 


6 


— 


3:3 
3.5.1 


样 部 加 入 2ml SWR); 

AEREA 2h (a) HE37C 30min (b); 
在 (b) 情况 下 冷 全 室温 ; 

在 562nm 读 取 光 密 度 (OD) fü. 


注意 事项 


为 促进 BCA 法 的 及 应 进程 ， 可 将 实验 试管 属于 微波 炉 中 
Ri FF 20s 以 内 1231 。 

ft FÉ A6 eA ES SU. tf lOmin 光 吸 收 值 升 高 
2.39970], 

BCA i Fd ok Bt BEL BE fe 0.5 ~ IOng/ml 时 ， 应 采 
用 浓缩 试剂 ， 并 需要 在 GOT ELM 60min 78! , 

与 Lowry 法 相 比 ， 采 用 BCA 法 时 ， 如 果 样 总 中 含有 脂 关 
物质 将 明显 提高 光 吸收 值 i>1. 

在 含 统 基 试 剂 和 去 垢 剂 的 缓冲 液 中 BCA 虽 色 发 生变 化 ， 
见 参考 文献 [23], 

蛋白 质 样 品 经 DOC-TCA 沉淀 ( 见 3.4 节 ) 后 ， 会 去 除 
多 数 干扰 物质 . 


斑点 滤 膜 结 
概 述 


斑点 滤 膜 结合 法 1 是 -种 所 步 测定 蛋 髓 质 含量 的 快速 方法 。 
此 法 尤其 适用 于 密度 梯度 离心 或 柱 层 析 中 筛选 有 用 的 组 分 。 也 届 
用 于 指示 蛋白 峰 的 存在 ， 以 减少 进 ET RTE ee E AR 


3.5.2 


3.5.2.1 


操作 步骤 
" 料 


1) Whatman 3MM 滤纸 


2) 
3) 


+ 54+ 


(0% “所 醋酸 (TCA) 
4 0,8: SE Vi SE BEE C d 


4) 5 B o RE ER 
3.5.2.2 # 测 


1) 用 铅笔 在 3MM 滤纸 上 画 出 1cm x iem 大 小 的 方 格 ; 

2) 在 每 一 方 格 中 心 加 入 3pl 样品 ; 

3) 将 滤纸 凉 干 ， 大 约 需 要 15min; 

4) 将 滤纸 浸入 10% TCA 溶液 中 30s (TCA 溶液 可 重复 使 
用 ); 

5) 用 水 快速 漂洗 滤纸 ; 

6) 将 滤纸 漫 人 考 马 斯 亮 蓝 凝 胶 染 液 中 30s( 染 液 可 重复 使 
FB); 

7) 用 水 快速 漂洗 滤纸 ; 

8) 在 考 马 斯 亮 蓝 凝 胶 脱色 液 中 使 滤纸 脱色 ， 脱 色 在 几 分 钟 


之 内 完成 ; 
9) 通过 相应 显 蓝 色 的 方 格 ， 可 判断 其 含有 -- 定 量 的 蛋白 质 
存在 。 
3.6 干扰 物质 表 
可 接受 最 高 浓度 
化 合 物 A280 Bradford 法 Lowry 法 PCA 法 
缓冲 液 
乙酸 盐 O.Imol/L 0.6 maA? - 0.2mol/L" 
一 甲 基 肿 酸 盐 - Tris ~ 0.1 mol/L? = E 
HAM Imol/L? 0.1 mol A! 2.5mmol/L*  1mol/L, Phil® 
HEPES - (00rmamel 1.’ — 2.5ymol/L) — tÜ0mmol/L 
MES 一 700 mmol/L!  25gmol/4L5 50mmol/? 
MOPS : 200 mmol/L!  25gmol/L? ^ S0mmol/L? 
Na* -#7 IE 59 50 mmol/L' — 2.5mmol/L? < Immo 


PIPES OK 500 mmol/L! — 5umol/L* 50mmol/L’ 


. 55. 


续 表 


化 合 物 Ami Bradford %& — Lowry 法 BCA iX 

f nbi 

rr" OK L moll! 0.0 mol  - 

VER GN OK L mol A! Q.25molA? G. Imot 

Z MT Ü.1mol/.7 — 0.6 mol/L" - Ü.2mol/L. 
PhS. 5^ 

TES = "x (tnmol “LS 50mmol /Li 

Tris 0.5nwl/ 2 mol! — 250pmoL ALA 0. tml 12 i 

au un 

BR Fic > 50%" 1 mol AL! 28mmolL — qe 

NaCl 2| moi? 1 mol! 30mm 5 — ImoL/L2 

RR >1 mol A 2 6mo/Ll! — 200 mmol/l 2 3mol4 

A; Bi RUF E E 

Bias TI psc L^ 

CHAPS 10%? 1%! Immo" 1%" 

A fe - OK! - 3mol/L" 

Jo FUE Ae jh 0.3%" 0.25%! 0.062596* = 

NP-40 Fd TH? - 190^ 

X MS 10%" 2%" ra 1%" 

SDS OK 0.1! 1.25585 1%° 

AULA BN - rae a = 

Triton X-100 0.02%" 0.1%! 0.25%4 1%" 

Twen-20 0.3%! tu fas RP 

MK a leet a ana EET: 

LEE OK OK! 3ü0mmol/L {Onumol 1.6 

me 2moAL" mda — OA — (moll? - 

go ] 

“EDTA 3Ommol/L" lODmmol/L! 125ml. tümmol/L* 

EGTA OK 0.05molA/ TH = 

GENUN ze aor " 

2-8, M NI [Ommol/L" imo 1.75mmol/L Suma." 

DIT EAR C p mala! SOpmal A. Imma AS 

SFER = 
WR. BEYER AT 
Wid TUÓ OK! 1.2596 = 


+ 56° 


化 合 物 Ax Bradford 法 Lowry 法 BCA 法 
醇 类 ， 极 性 化 合 物 

DMSO 20% "° - 6.2% $9," 
乙醇 OK OK! 12.5% - 

1, 2822-8 OK - 0.25% - 
Wa 40%" 99%! 25% 10%® 
甲醇 OK OK! - = 

其 他 物质 

Fide IR - - 1.25mg/mP  — 
DNA TH lmgyml' 190ng m^ i 
R% i - 25umd/Ló FR? 
MgCl OK tmol /L! S = 
RNA TR 0.3mg/ml! - - 
ATP T 1mmol/L' - = 

两 性 电解 质 - 194 FR - 
中 性 TCA 10%" - 12.5mg/m - 
HCI >1 mol/L? 0.1M? - 0.1N® 
NaOH >t mol/L? 9.1M" - 0.1N® 
NAD 干扰 tmmol AL! = - 

* TH 5%! - = 
AEM FERTH OK! - = 
Z£X«3Kd 干扰 OK! - = 


(-) 代表 这 一 化 合 物 没 有 经 过 试验 检测 ; “OK” 表 示 这 -- 化 合 物 被 成 功 试 验 
过 ， 但 没有 给 出 浓度 ; 注意 由 于 检测 方案 不 同 ， 可 允许 用 量 将 有 所 改变 。1: BioRad 
Bulletin 1069, 1987; 2: Fanger, 1987: 3; Reader and Northcote, 1981; 4: Scpector, 
1978; 5; Peterson, 1983; 6: Pierce Bulletin 23225, 1984; 7: Kaushal and Barners, 
1986; 8: Smith et al., 1985; 9; Kessler and Fanestif, 1986; 10; Hill and Straka, 
1988; Ll; Boehringer Mannheim Catalog; 12; Stoscheck, 1990; 13: Harris, 1989. 
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第 四 章 ” 蛋 白质 溶液 的 浓缩 


| 分 析 方 法 


本 章 介 绍 的 前 两 种 和 蛋白质 浓 缩 的 方法 ， 是 用 酸 和 有 机 溶剂 沉 


淀 的 旋 法 ， 此 法 常常 导致 蛋 所 质变 性 ,变性 的 绰 白 质 溶解 典 降 


低 ， 


能 够 通过 离心 在 沉淀 中 使 其 复 性 。 


4.1.1 三 氯 醋酸 沉 证 法 


4.1. 


1.1 仪器 及 材料 


1) Eppendorf 管 (小 望 料 离心 管 ) 
2) Eppendorf 管 离心 机 《小 型 台式 离心 机 ) 
3) 混 旋 器 


.1.2 dX pi 


1) 100% ::3R RES. (TCA) 
2) 0.1N NaOH (400mg NaOH R F I00ml Z& 87K) 


1.3 epg 


1) 在 im 样品 中 至 少 要 含有 Smg EAE, HN 100510 100% I5 
JAME (TCA), R^; 
2) MCIBUUR TE AIG dH LUE 30min. (或 在 冷冻 箱 内 放置 15 
min); 
3) 10 000 x g Bb 5min; 
A) $E d; DE RICE RR BR RR 
5) 将 沉淀 再 倒序 于 50 — 10051 0. 1N NaOH HR, 7&5]. 


4.1.1.4 it 意 


1) 用 TCA 沉淀 蛋白 质 ， 所 需 最 低 的 蛋白 质 浓度 是 5pg/ml。 

2) 有 时 需要 用 10% TCA 或 乙醇 -乙醚 (1:1) BER TCA 沉 
淀 的 蛋白 质 ， 以 除去 TCA”, 

3) 88 5 IPIS FH NaOH 溶液 再 悬浮 TCARE, 而 是 用 乙醇 - 
乙醚 (1:1) 洗涤 TCA 沉淀 ， 并 用 缓冲 液 再 悬浮 沉淀 ， 
可 能 更 易 操作 。 

4) 陪 氧 胆 酸 盐 三 氯 醋酸 (DOC-TCA) 沉淀 法 是 TCA 沉淀 
法 的 … 种 变通 形式 ， 它 可 用 于 浓度 为 lxg/ml 以 下 的 蛋 
白质 浓缩 ， 该 法 使 用 范围 更 广 ， 

© tml 样品 加 0.tml0.15% DOC. 

。 混 匀 并 在 室温 下 放置 10min。 

* Jii 50p1 100% TCA, 混 匀 并 在 10 000x g 离心 5min。 
SER. DOC-TCA 沉淀 反应 不 能 在 SDS 存在 的 条 件 下 进行 5 


4.1.2 丙酮 沉淀 法 


4.1.2.1 仪 器 
1) Eppendorf 管 (小 塑料 离心 管 ) 
2) Eppendorf 管 离心 机 (小 型 台式 离心 机 ) 
3) 混 旋 器 


4.1.2.2 ik 38 
丙酮 (或 其 他 有 机 溶剂 如 乙醇 或 甲醇 )。 
4.1.2.3. Hi(ES RU! 


1) dt iml SAA (- 200) 至 200ul 样品 溶液 ， 混 匀 。 
2) -20 放置 10 min; 

3) 小 型 台式 离心 机 离心 $ mino 

4) RELHA, EWEA F. 


* 6] * 


5) F 1-2 倍 沉淀 体积 的 缓冲 液 中 再 悬浮 沉淀 。 
4.1.2.4 注意 事项 


1) 反复 用 丙酮 洗涤 和 沉淀 蛋白 质 。 

2) 通过 延长 一 20 的 放置 时 间 ， 达 2b 以 上 ， 再 用 27 000Xxg 
离心 10 min， 可 以 定量 沉淀 小 于 leg EAR, 

3) THERA RA REA SLI PRR. Oat 
降低 蛋白 质 在 有 机 溶剂 中 的 溶解 度 [加 。 


4.1.3 ”免疫 沉淀 法 


Mt WHEE, MEA RA RED RE SE RE) SH 09 34 
ri bi] S N 2.3.1。 免 疫 沉 淀 法 由 三 个 步骤 组 成 ， 首 先 将 特 
异性 抗体 加 入 细胞 提取 物 ， 第 二 步 加 入 经 化 学 固定 的 金黄 色 葡萄 
RA, VAGUE RARE. DLA RA A 和 抗体 形 
RECH, BAR A 与 免疫 球 蛋白 的 Fc 部 分 有 高 度 的 亲 和 性 。 
或 痢 说 ， 纯 化 的 蛋白 质 A 结合 的 Sepharose 树脂 ， 为 从 细胞 提取 
物 小 分 离 出 抗原 抗体 复合 物 ， 提 供 了 -个 回 体 基质 。 最 后 通过 洗 
脱 ， 除 去 尚未 沉淀 的 杂质 。 

为 了 除去 已 破碎 的 或 固定 差 的 细胞 ， 在 用 于 免疫 沉淀 〈 作 
HD 之 前 可 以 预先 洗涤 金黄 色 葡 萄 球菌 细胞 11:。 如 果 要 使 用 蛋 
V1 A-Sepharose 笃 脂 ， 应 按 厂家 说 明 书 预先 膨 润 之 。 


4.1.3.1 (X 器 


1) Eppendorf 管 
2) 小 型 台式 离心 机 
3) HEE iR 
4.1.3.2 iX 剂 
D Sic ety EDA 
2) CHENS A Co i RA AH A-Sepharose 树脂 


-H " 


3) Tris 
4) NaCl 
5) EDTA 
6) NaN; 
7) Triton X-100 
8) 缓冲 液 A 
S0mmol/L Tris-HCl (pH 7.4) 
150mmol/L. NaC! 
5mmol/L EDTA 
0.02% NaN, 


3.3 Zt dr P E ET EK a 


L) 在 使 用 细胞 24h 2A, 3000 X gy 离心 15min; 

2) Bike PERGIT T RU ELS & 0.5% Triton X-100 的 缓冲 
WA; 

3) 按 上 述 条 件 离心 ; 

4) 将 沉淀 再 悬浮 于 原 体积 0.05% Triton X-100 的 缓冲 液 A 
中 ; 

5) 按 上 述 条 件 离 心 ; 

6) 沉淀 悬浮 于 和 库 来 体积 相同 的 缓冲 该 A 中 。 每 次 洗涤 后 
将 悬浮 液 置 冰 浴 中 lh 后 再 离心 。 


3.4 ”免疫 沉淀 反应 的 步骤 [1] 


D 加 过 量 的 特异 抗体 于 含有 目的 抗原 的 蛋白 质 溶 液 中 。 例 
如 在 Im 沉淀 混合 物 的 溶液 中 应 加 入 10 — 25 pg 的 纯化 抗 
体 。 

2) (RFE DH RULER ih 以 上 (杂交 瘤 上 清流 
需 2~ 3h). 

3) 加 足够 量 的 金黄 色 葡 萄 球菌 或 蛋白 质 A-Sepharose 树脂 以 
结合 沉淀 混合 物 中 所 有 的 免疫 球 蛋 白 分 子 ，Calbiochem 
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4.1 


4) 
5) 
6) 


7 


— 


1) 


NA 
— 


4) 


5 


Standardized Pansorbin 细胞 具有 2.0mgZml ff] S E ERE EI 
fh ER. Bio-Rad Affi-Gel HAM A H6 — 7 mg/ml 的 
lgG 结合 容量 。 

He 5] 3f YE OR IB PR EF 15 ~ 60min. 

离心 免疫 沉淀 物 15s, KLE IC E 3000 x g 离心 10min, 
用 含有 0.05% Triton X-100 的 缓冲 液 A DER RII 
物 3~S 次 ， 每 次 洗 淋 时 ,注意 小 心 完 全 地 使 沉淀 基 浮 。 
OMB MERIT 100pl HRA Hp, HA, OE Ep- 
pendorf 离心 管 路 离心 15s. CORE RD ~ OR 2~3 Kh. 
将 沉淀 悬浮 于 (0040 样品 缓冲 液 〈 见 5.1.3)， 或 等 电 点 
AH S npud CUL 7.1.72, E% 1/8 的 沉淀 在 凝 胶 电 泳 
中 就 是 以 检测 到 恒 白 质 ， 当 然 这 取决 不 和 蛋白质 的 起 始 法 
度 ， 为 了 有 效 分 离 蛋 白质 混合 物 ， 须 将 样 站 加 热 到 
100 . 


.3.5 it 意 


为 了 除去 凝聚 物 ， 在 使 用 前 应 预先 超速 离心 抗体 溶液 
(160 000 x g 离心 30min 或 400 000 x g 超速 离心 
lOmin) i, E: SEHR fe SE BO ER EA. PA 
Buea RE eK h. A C HERE ELE TE (E FH RU RICE C 
{EAL 56T (ilt 30min!" , 

Hip Sex pcd he n fg qe dr Cs d 84 ER DR DEOS UE 1TH A A i 
备 00， 经 福 尔 马 林 图 定 和 热处理 的 金 葡 菌 也 可 直接 购 
入 ， 制 备 的 细 胸 收集 于 水 溶液 ，-20f IF, 

将 抗原 提取 物 预 先 吸 附 于 洗 脱 过 的 金 葡 菌 的 方法 ， 能 够 
减少 非特 异 的 金 葡 苗 的 结合 :5 ， 

通过 改变 洗 脱 缓冲 液 的 pH 值 、 盐 浓度 sx IHR]. o 
提高 免疫 沉淀 反应 的 特异 性 . 

As] f) fe Xx ER E CL ms 8 PR A EUER fS o] 869 e f 
HOO 4. A. KRM RERE H ARMA UD 


以 下 动物 的 不 同 免疫 球 蛋 白 亚 单位 具有 不 同 的 结合 力 。 


好 x 
DAR IgG,» IgG, IgGs Tg 
KK lgGi. IgG». lgG». IgG 
ES IgG; IgG 
羊 IgG. IgG, 


6) 对 小 鼠 和 出 羊 抗 体 的 最 大 结合 力 分 别 在 pH 8 和 pH 9 的 
条 件 下 。 将 抗 小 鼠 IgG 抗体 和 金 葡 菌 细胞 预先 温 铸 ， 可 
弥补 小 鼠 IgG 和 金 葡 菌 细胞 结合 力 差 的 缺点 。 

7) 蛋白 质 G 是 从 链球 菌 中 分 离 得 到 的 ， 在 结合 抗体 的 性 质 
方面 类 似 于 蛋白 质 A。 对 不 同 种 属 抗体 结合 而 言 ， 重 拍 
质 G 比 蛋白 质 A 具有 更 好 的 结合 性 质 〈 见 第 12 章 )。 一 
种 去 除 白 蛋 白 结合 域 的 和 蛋白质 忆 衍生 物 偶 联 的 Sepharose 
树脂 已 有 产品 面市 《Phanmacia 产品 )。 

8) 免疫 沉淀 反应 的 样品 缓冲 液 有 时 需要 加 尿素 助 溶 。 

9) 免疫 沉淀 反应 之 后 释放 抗原 的 条 件 是 可 利用 3. 5mol/L 
MgCl, 0.1mol/L T) E& S£ I. (pH3.0), 3mol/L 氨水 或 
硫 氰 酸 钾 饱 和 的 盐酸 县 ，0.2molL — BK 5B PERI 2 - 
朴 基 乙醇 洗 举 免疫 复合 物 。 

10) 免疫 沉淀 物 通常 用 放射 各 显影 检 出 放射 性 标记 蛋白 , 或 

者 是 通过 免疫 印迹 来 识别 i。 但 对 照样 品 必须 和 人 金 葡 

HAZLEEK 

BEIM KATE A R, MDE, 


4.2 制备 方法 
本 章 的 以 下 部 分 将 讨论 保有 蛋白 质 活性 的 浓缩 方法 。 
4.2.1 硫酸 铵 沉淀 法 


当 高 浓度 盐 存 在 时 ， 蛋 白质 往 往 凝 聚 并 析出 沉淀 。 这 一 技术 
+ 65° 


— 


il 


By “Eb Br’. PEAR EEE A TR BE RP BE. Be 
ERAT ASA FEDERN ot ai, JLRRIN a0 pH, WE, RAR 
hi HE (aM uu A hE RC c recep eR 

选择 硫酸 锭 是 因为 它 具 有 …: 些 优良 性 质 ， 如 盐 析 的 有 效 性 、 
pH 范围 广 、 溶解度 高 、 深 液 散热 少 和 经 济 适 川 :3 

BAG PETERE HT) OP RE Be VÀ X96 长 示 所 要 也 制 的 溶 
WIE, Xo % CR FE tf AY EET RE. FS I LR P VLC PEEL 
公式 计算 : 

g=515 (X - Xy) 7 (1000-0.27X) (0C IN 1L BR, NT 
M og 3) 

大 多 数 蛋 白质 在 55% MARE TE, RRR A aE E U 
WEE sSUSULERTEIRHE, WR SRA 100ml SEU NE DAE GEO S 
(PR. XEDUPEDA TOO HRTEM : 


4.2.1.1 dX 器 


D 烧杯 
2) 磁力 搅拌 器 和 搅拌 子 
3) 离心 机 和 转 头 


4.2.1.2 it 剂 


1) MER 
2) HT ROS VTE H WR hik 


4.2.1.3 操作 步骤 


D 将 盛 有 蛋白 质 溶液 的 烧杯 放 在 男装 有 洒水 的 大 烧杯 内 、 
并 置 于 磁力 搅拌 器 二 搅拌 ; 

2) 边 搅 拌 ， 边 徐徐 加 入 56.8g AREWA, 2 FRE 
5 一 10min 内 完成 ; 

3) 继续 搅拌 10~ 30min; 

4) 10 000 X g 离心 10min sk 3000 x g 离心 30min; 
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4.2. 


5) 


6) 


弃 去 上 清 液 ， 将 沉淀 悬浮 于 12 倍 沉淀 物体 积 的 缓冲 液 
中 ,残留 的 不 溶性 物质 可 能 是 变性 蛋白 ， 通 过 离心 除 
x; 

Wi FE REA BART, BRERA, 


1.4 it 意 


1) 


2 


— 


3 


— 


4 


— 


5 


— 


6 


— 


7 


— 


8 


— 


9) 


WGA FE A RO A HA, TE A TR RE E a 
变性 ， 其 变性 特征 是 起 泡 。 用 磁力 搅拌 器 不 明显 产 热 ， 
这 一 点 也 很 重要 。 

大 多 数 蛋 白质 在 盐 溶 解 后 的 前 20min 沉淀 ， 一 些 查 白质 
要 经 数 小 时 才能 完全 沉淀 。 

为 了 平衡 硫酸 铵 溶解 时 产生 的 轻微 酸化 作用 ， 沉 注 反 应 
至 少 应 在 S0mmol/L 缓冲 液 中 进行 。 

缓冲 液 应 含有 整合 剂 如 EDTA 以 除去 硫酸 铵 中 微量 的 重 
金属 离子 ， 因 为 这 些 离子 对 目的 蛋白 质 是 有 害 的 [4]。 

为 确保 获得 最 大 量 沉淀 . 使 用 蛋白 质 初 始 浓度 至 少 为 
Img/nil, 

硫酸 饺 沉淀 反应 通常 是 驻 存 和 稳定 蛋白 质 的 良好 方法 
(HL 1.6.39), 

^V $F C3 J TE LING PRP EAT 24% 时 就 产生 沉淀 ， 而 大 
多 数 要 在 80% 以 上 才能 沉淀 。 在 纯化 的 初始 阶段 ， 常 利 
用 和 蛋白质 在 硫酸 铵 中 溶解 度 的 差异 分 离 恒 和 白质。 硫酸 锭 
沉淀 可 除去 RNA 和 DNA, 

在 蛋白 质 的 等 电 点 其 溶解 度 降 低 ， 在 此 条 件 下 ， 静 电 的 
相互 作用 可 导致 蛋白 质 凝 聚 和 沉淀 0291， 在 蛋白 质 的 等 电 
点 、 低 浓度 的 硫酸 镀 就 能 沉淀 蛋白 质 。 

在 蛋白 质 结晶 实验 中 ， 采 用 硫酸 镶 沉 淀 十 分 有 效 〈 见 第 
13 章 )。 


* 67- 


4.2.2 有 机 溶剂 沉淀 法 


将 有 机 溶液 例如 三 酮 和 乙醇 加 入 蛋白 质 溶 滚 时 ， 和 高 浓度 盐 
类 似 产 和 沉淀， 这 是 内 为 它们 能 够 降低 蛋白 质 的 溶解 度 〈 更 详细 
的 解释 所 13.2.1)。 在 温度 为 10 世 左右 时 蛋白 质 在 有 机 溶剂 中 容 
苑 变性 ， 所 以 在 沉 注 时 必须 特别 注意 冷却 溶液 和 离心 转 头 《0 
-AU ALE), IBS -FIRE D 0.05 ~0.2mol 923, 

fi LER RU HEHE DRE TRIB, 累加 体积 并 不 精确 .。 例 
如 用 简便 的 方法 将 100ml 水 溶液 要 配制 成 50% (v/v) 乙醇 溶 
HE. BEE) 100ml 水 溶液 中 加 100ml LERRA., FRE GI LE 
Bib 192ml,， 大 多 数 蛋 白质 的 分 子 迄 大寺 ISkD, 一般 用 50% 有 
机 溶剂 进行 沉淀 。 


4.2.2.4 4X DE. 


1) 烧杯 
2) 伐 力 搅拌 器 和 搅拌 子 
3) Hio UL A £e k 


4.2.2.2. iX 剂 


1) 上 天 或 乙醇 
2) REGIS DLDERI A oP IK 


4.2.2.3 操作 步骤 


D. ECF, B 100ml 蛋白 质 溶液 中 缓 缓 加 入 100ml PIAA, 
成 乙醇 〔 冷 印 革 -20f )， 在 冰 浴 上 持续 温和 地 搅拌 ; 

2) 在 冰 上 持续 搅拌 10~ 15min; 

3) Ma 10 000x g lOmin; 

4) 除去 二 消 液 ; 

5) 月 放 演 的 2 和 倍 体 和 的 冷 缓 冲 液 骨 使 沉 泪 悬 泽 。 实际 上 变 
性 蛋白 质 难于 溶解 ， 可 用 过 滤 或 离心 的 方法 除去 。 


4.2.2.4 it E 


1) 酸性 蛋白 质 在 二 价 阳离子 例如 Me FEF, URAH 
的 形式 较 易 被 沉淀 。 
2) 大 分 子 的 蛋白 质 及 亲 水 的 蛋白 往往 在 较 低 浓度 的 有 机 深 
剂 中 就 能 析出 。 
3) 在 溶液 pH 值 接近 蛋白质 的 等 电 点 时 ， 和 蛋白 质 在 有 机 溶 
液 中 的 溶解 度 降 低 。 
4.2.3 XLIR 
EZ, — BE (PEG) 是 一 个 非 离 子 水 溶性 多 聚 体 ， 使 用 PEG 
沉淀 恒 白 质 时 ， 只 在 个 别 浓度 下 才 使 蛋白 质 稍 有 变性 {站 。 由 于 
PEG 溶解 时 散热 低 ， 形 成 沉淀 的 平衡 时 间 短 等 特点 ,使 它 在 入 
息 质 的 组 分 分 离 以 及 结晶 中 成 为 -- 个 有 用 的 试剂 《 见 第 13 章 )。 
通常 PEG 终 浓 度 达 30 名 时 ， 异 白质 就 能 够 达到 最 大 量 沉淀。 


4.2.3.1 4X 器 


1) 烧杯 
2) 磁力 搅拌 器 和 搅拌 子 
3) 离心 机 和 转 头 


4.2.3.2 iX 剂 
RZE 6000 
3.3 PER 


D 向 100mt 蛋白 质 溶液 中 ， 在 缓慢 搅拌 下 加 入 150ml 50% 
PEG 6000 (w/v 溶 于 蒸馏水 ); 

2) 继续 搅拌 30~60min、 至 完全 沉淀 为 止 ; 

3) 10 000 x g Bb 10min; 

4) REL; 


4. 


t3 
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5) JH 1-2 CREAR HRP RA BMI. 
4.2.3.4 it 意 


1) 在 等 电 点 附近 蛋白质 溶解 度 降 低 。 

2) FAB AR FR OLE HE AEB BRA PEG. 也 可 采用 离子 交换 层 
Er. us qp de diet E PEG 使 凝 胶 过 滤 柱 层 析 行 为 
y. 


4.2.4 i8 滤 法 


超 滤 浓缩 蛋白 质 是 通过 外 力 使 蛋白 质 溶液 通过 滤 膜 而 仍 保 留 
咱 的 罩 入 的 方法 。 实 验 案 超 滤 主 要 是 针对 小 体积 蛋白 质 溶 液 ( 几 
SE TE), HYP Cy Ji DEER HR PO LE EA, RAIA Amicon 
Contricon 体系 作为 超 滤 的 实例 进行 描述 0J。 这 个 方法 比 上 述 的 
各 种 沉淀 方法 喝 不 易 引 起 蛋白 质变 性 。 

微型 浓缩 器 初始 容 景 有 2ml 以 及 更 小 的 ，2mg/ml 的 牛 血清 
GAE (BSA) 样品 2ml 离心 30min 可 使 体积 浓缩 至 S0 DA. 
然 吕 浓缩 的 时 间 依 所 用 超 滤 膜 的 类 型 、 缓 冲 液 的 组 成 以 及 和 蛋白质 
的 种 类 和 浓度 等 因 崇 而 定 。 通 过 向 浓缩 的 蛋白 质 溶液 中 加 和 新疆 
冲 液 及 再 离心 ， 能 很 方便 地 更换 蛋白 质 溶 液 的 缓冲 液 和 脱 
ite] pup Work 3$ Centricon-3, 10, 30 和 Centricon-100 
AW ed LAR T & X 3, 10, 30 和 L100kD 6y Sz E3 Jc 2H 
分 。 


4.2.4.1 dX 器 


1) Amicon Centricon 微型 浓缩 器 
2) 磁力 搅拌 器 和 搅拌 子 


4.2.4.2 试 剂 
X 
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4.2.4.3 操作 步骤 


1) 组 装 Contricon 微型 浓缩 器 并 加 2ml 样品 到 样品 池内 《图 
4.1); 


AGI 


FEM ] a 浓缩 样品 


Bias J)——- 


滤液 收集 管 -一 


4.1 用 Amicon Centricon 浓 编 系统 浓缩 蛋白 质 溶液 


2) 5000 X g 离心 30min: 

3) 去 掉 样 品 池 的 过 滤 管 ， 盖 上 回收 管 ; 

4) 倒置 浓缩 器 1000 X g 离心 2mini 

5) WR KE dd HFRS A LC, 5 Oh A IP RP HR BE OR IB aE, 
能 较 完全 地 回收 蛋白 质 。 


4.2.4.4 注 * 


1) 离心 时 间 依 样品 性 质 而 定 ，… 般 含有 甘油 的 黏 性 洲 液 或 
蛋白 质 浓度 较 高 时 ， 震 要 离心 时 间 较 长 。 

2) 在 典型 的 蛋白 质 回收 率 可 高 达 90% 以 上 。 

3) 目的 蛋白 的 分 子 量 应 大 于 浓缩 器 截流 组 分 分 子 量 的 30% 
一 S0% ， 以 确保 目的 蛋白 截留 成 功 。 


* FL: 


— 


4) 不 问 的 滤 膜 具 丰 不 同 的 平均 孔径 ， 有 利于 根据 蛋白 质 的 
人 小 选择 合适 的 滤 膜 去 浓缩 租 日 。 

Centricon 微量 浓缩 器 的 设计 适用 于 固定 角度 的 离心 转 
头 、 外 恰当 的 离心 转 头 角度 . MEE ES BI PERSE DEUS 
25—40pub BE, Ail - 步 浓 缩 ， 这 样 防止 了 样品 被 滤 于 ， 
Jd ey d E UE BEI TI Amicon Centriflo (7ml 容积 ) 
各 Centriprep Cl5ml 容积 ) BERIKAR 25. 

D 为 了 浓缩 大 体积 的 样 癌 、 采 出 加 此 超 滤 系 统 耗 时 较 长 , 
Amicon 生产 的 带 搅拌 室 超 滤 系 统 可 适用 于 几 折 毫升 溶液 
的 浓缩 ， 业 大 体积 时 则 使 用 螺旋 状 和 的 、 蜂 窒 状 纤维 、 或 
x YAR RE FE. 

Penefsky (1977) 20198 His Bhü] AE F EBE at IE IIO EE 89 f) 
单 离心 村 《也 可 参见 11.2)。 


4.2.5 & th 法 


WROTE SEIN Puri BE OE OBE RR (kt n Me ie 
Rep tb af f y tk HE dE F3 ME RE MU -种 方法 【例如 PEG. 
Sephadex). REET RR BE (e c DE ARRAN, HERR TE D tR 
PORE ER Aie a AEE KER o] 19 a IB 09 E PR XE 4 Sa HK 
Jh . 

Bobke he oh, Bud de FILE T 1 09 QA ES RET, 
V ge 8E y Lc ais Roc e EG A RIB PA FE ANSE 
pcd PW eee. WO ATC MR a FG. A 
A dto AERE. UL AS hag BETA DR . 


4.2.5.1 dX 器 


D 烧杯 
2) gi Bé FE ah ETE P 
DANT 


5 


M 


`| 


6 


— 


8 
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4.2.5.2 试 剂 
Sephadex G-100 或 G-200 
4.2.5.3 EGRESS 


TEAS Ss AeA. TRARA, FRE 
10mmol/L RAM (NaHCO) /1mmol/L EDTA 溶液 煮沸 透析 
袋 30min。 有 人 建议 进行 更 多 的 处 理 t91。 煮 沸 之 后 ， 应 该 用 双 
燕 水 充分 洗澡 透析 和 袋 。 洗 毕 ， 在 4 贮存 于 immol/L EDTA 溶 
液 中 ， 以 防止 微生物 的 污 c 
染 。 每 隔 半年 必须 制备 新 
的 透析 4831, Spectrum 
(公司 ) 提供 了 一 系列 透 
析 HR (Spectra/Pro 7), 
这 种 透析 膜 由 再 生 的 纤维 
素 经 处 理 后 制 成 ， 已 经 除 
去 了 重金 属 和 硫化 物 。 


4.2.5.4 步 R 


D ik seid 
打 两 个 死结 ; 

2) 用 移 液 管 或 漏斗 
(图 4.2) 将 蛋白 - 
质 溶液 移 人 透析 
RAS 

3) WAHE — 042 RESORT 
AI EEA 10 倍 蛋白 质 溶液 以 上 体积 的 组 
冲 液 中 ， 用 磁力 搅拌 器 缓慢 搅拌 以 促进 溶液 交换 。 透 析 
数 小 时 后 ， 透 析 达 到 平衡 ， 透 析 缓 冲 液 需要 更 换 数 次 ， 
使 原 有 缓冲 液 成 分 逐渐 减少 。 
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4.2.5.5 透析 缓冲 液 


A f kun HE. ARMIA à 20% BZ RM 596 7, 
ARSE aR Ri, TEPER PEG 时 ， 经 常 伴随 有 杂质 进入 透析 
fry, ME : 步 的 纯化 处 理 ， 浓 缩 重 白质 溶液 ， 较 为 迅速 的 方 
法 是 在 4 将 透析 袋 地 人 Sephadex G-100 或 G-200 树脂 中 ， 有 时 
HI Calbiochem Aguacides、 等 半 小 时 更 钦 透 析 袋 周围 的 树脂 ，3h 
y GR ETRAS fan 
4.2.5.6 it X 


1) 常 使 用 市 售 的 透析 炎 CSpectrum), Mihi x FOX Pr SFT 
i. 
2) M V HE EC E CHRIS RETE UE SELECT E TE HC ACE Hd EE IRI TT 
透析 ， 册 于 渗透 不 的 作用 、 常 导 黎 水 溶液 进入 透析 袋 。 
所 以 ,应 留 有 增加 溶液 体积 的 空间 ， 以 免 透 析 膜 破 歼 。 
3) 证 这 择 透 析 袋 分 于 全 截流 范围 是 100 ~ 300000 Da (Spec- 
trum Medical 说 明 书 )、 
4) 川 微量 迁 析 袋 进 行 小 体积 透析 《1t0nl 一 0.6ml) 全 
4.2.6 离子 交换 层 析 积 冷冻 干 煤 法 简 述 
4.2.6.1 离子 交换 层 析 
AS BUEN KEE pH8.0 HE HA Be acf rir, 因此 ， 可 以 选 
择 阴 离子 交换 树脂 进行 浓缩 TI8S ， 关 十 郊 子 交换 竺 脂 的 处 理 及 柱 
Lifrfg JEW 10.2。 


4.2.6.2 冷冻 干燥 法 中 


冷冻 干燥 法 是 在 冷冻 状态 下 让 样品 中 液体 升华 的 … 种 浓缩 重 
自 质 的 方法 。 常 用 于 集 和 白质 溶液 的 浓缩 和 贮存 ， 
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第 五 章 ” 变 性 条 件 下 的 凝 胶 电 泳 


5.1 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 
5.4.1 JE 理 


SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 “SDS-PAGE) 是 对 蛋白 质 进行 量 
化 ， 比 较 及 特性 鉴定 的 -一 种 经 济 、 快 速 、 而 且 可 重复 的 方法 。 该 
法 主要 依据 蛋白 质 的 分 子 量 对 其 进行 分 离 [4,0]。SDS 与 蛋白 质 
的 玻 水 部 分 相 结合 ， 破 坏 其 折 香 结构 ,并 使 其 稳定 地 存在 于 一 个 
广泛 均一 的 溶液 中 。SDS 蛋白 质 复合 物 的 长 度 与 其 分 子 量 成 正 
比 。 由 于 在 样品 介质 和 桶 丙烯 酰胺 上 肇 胶 中 加 入 离子 去 污 痢 和 强 还 
原 剂 后 ， 蛋 白质 亚 基 的 电泳 迁移 率 主要 取决 于 亚 基 分 子 草 的 大 
小 ， 而 电荷 因素 可 以 被 忽略 。SIUDS-PAGE 因 易 于 操作 和 广泛 的 用 
途 、 使 它 成 为 许多 研究 领域 中 一 种 重要 的 分 析 技 术 。 

我 们 对 SDS-PAGE 的 介绍 包括 线性 薄片 胶 的 操作 步骤 ， 这 
种 胶 是 指 在 两 层 支持 的 玻璃 板 之 间 形 成 的 薄片 状 凝 胶 。 由 于 薄片 
胺 可 在 同一 块 胶 上 跑 很 多 样品 ， 使 案 合 、 染 色 、 脱 色 具 有 一 致 
性 ， 所 以 薄片 胶 比 管状 胶 应 用 的 更 为 广泛 。 对 于 分 析 性 的 应 用 ， 
既 可 以 减少 电泳 所 需 的 时 间 和 原材料 ， 也 可 以 提高 分 辨 率 ， 所 以 
小 的 薄片 胶 更 受 人 青睐 。 本 章 所 介绍 的 实验 步骤 及 试剂 均 是 根据 
Bio-Rad 的 小 凝 胶 系 统 来 计算 的 。 但 这 些 步 又 也 适用 于 其 他 系统 。 
另外 ， 有 些 情况 下 需要 使 用 梯度 胺 ( 见 5.2)。 


5.1:1.1 应 用 范围 


1) 蛋白 质 纯度 的 分 析 ; 
2) 蛋白 质 分 子 量 的 测定 ; 


QT 


5.1 


5.1. 


3) BER En; 
4) Sra BoKf mr s 
5) 免疫 沉淀 蛋白 的 鉴定 ; 


6) 免疫 印迹 的 第 -- 步 ( 见 第 八 章 ); 


7) EE TRU EXE s 


8) 分 离 和 浓缩 用 于 产生 抗体 的 抗原 ; 


9) 分 离 放射 性 标记 的 蛋白 质 ， 


.1.2 染色 的 敏感 度 


D 考 马 斯 亮 蓝 法 染色 ， Ox 0.1~ lpg, 


2) REE, 每 条 带 2 一 lông”. 


.1.1.3 ”分辨 范围 9 


夫 烯 酰胺 在 凝 胺 中 的 百分比 
15% 
12.5% 
10% 
7.5% 
5% 


1.4. 所 需 时 间 


(1) 单个 步骤 
汕 分 离 胶 
DE Xon 
LF 
电泳 
染色 
3 OMS SENE IS (o 
银 染 色 
(2) 总 其 所 需 时 间 


- WB: 


分 离 胶 的 分 辨 范围 


15~45kDa 
15 —60kDa 
18 — 75kDa 
30 — 120kDa 
60 —212kDa 


60min 
30min 
I35min 
45min 


30min (显示 主 带 ) 
3h 


考 马 斯 亮 蓝 染色 电泳 : 主 带 脱色 需 3h， 完 全 脱色 约 需 24 — 48h. 
银 染 色狼 胶 电 泳 : 6h。 


5.1.2 it a 


D 微型 凝 胶 电 泳装 置 
我 们 用 Bio-Rad 公司 Mini-Protean I RE ARKEEN, 
因 其 所 有 操作 步 又 也 适用 于 其 他 系统 ， 既 可 节省 时 间 和 
实验 材料 ， 又 可 对 蛋白 质 进行 高 分 辨 率 分 离 。 

2) 电源 {电压 200V， 电 流 SOOMA) 

3) 100T HK 

4) Eppendorf 管 

5) 微量 注射 器 (SOpl 或 100p1) 

6) FRB, ASRAKR 

7) 5 Hi P BER BR BL A RS 


8) HER 
5.1.3 制 胶 
5.1.31 iX A 


D 丙烯 酰胺 (电泳 级 ) 

2) 双 两 烯 酰胺 (N, N-P OX PTS BRE) 
3) Tris 碱 

4) SDS CT E ei) 
5) TEMED 

6) xt RAR ER 

7) oR CS 

8) Hi 

9) 澳 酚 蓝 

100 甘氨酸 

11) 盐酸 

12) DTT 


5.1.3.2 储存 液 


(1) 2M Tris-HCI (pH8.8), 100ml 

PEAR 24.2g Tris 碱 ; 

加 50ml 2& B 7k ; 

缓慢 的 加 浓 盐 酸 至 pH8.8 ( 约 加 4mD; 让 溶液 冷却 至 
室温 ，pH 将 会 升 高 ; 

nk SK 3$ 100ml. 

IM Tris-HCI (pH6.8), 100ml 

BR 12. 1g AY Tris BR; 

加 50m! RIEK: 

缓慢 的 加 浓 盐 酸 至 pH6.8 (HIM 8mD; 让 溶液 冷却 至 
室温 ，pHR 将 会 升 高 Li 

WR EGEA 100ml , 

(3) 10% (wA) SDS, 100ml. 3 i ER TT 
FEHR 10g 的 SDS; 
加 蒸馏 水 至 总 量 为 100ml, 

(4) 50% (v/v) 寺 油 ，100ml 

到 取 50ml 100% 的 甘油 ; 

MA 50ml 蒸馏 水 - 

l% (wv) RAPHE, 10m 

称 取 100mg 澳 酚 蓝 ; 

MOKE 10ml|， 撑 拌 直到 完全 溶解 ; 

WRI RAH AE. 


5.1.3.3 I 4t i& 


(1) AW: 丙烯 酰胺 储存 液 ，100ml 
30% (w/v) 丙烯 酰胺 ，0.8% (w/v) ROA RARE. 
注意 : AE RVR AR A KC RCM PER, BET UI ae 
FE WEE RRM, 


《2 


— 


(5 


— 


(2) 


(3) 


(4) 


(5) 


(6) 


29.2g 丙烯 酰胺 

0.8g A Hi BC 

注意 : HSM, MANKE 100ml, PKA ASA AMR AK 
CER. FRABRHO. TWEIC 存放 数 月 ， 

BR: 4x 分 离 胶 缓冲 液 ，100ml 

75ml 2 mol/L Tris-HCi(pH8.8) 1.5 mol/L 
4ml 10% SDS 0.4% 
21ml AK 

可 在 4 记 存 放 数 月 。 

CH: 4x 堆 积 胶 缓冲 液 ，L00ml 

50ml 1 mol/L Tris-HCI{ pH6.8) 0.5mol/L 
4ml 10% SDS 0.4% 
46m! 蒸馏 水 

可 在 4 人 存放 数 月 。 

10% Tt HARE. Sml 

0.5g ix it Ek 

Smal 蒸馏 水 

可 在 密封 的 管内 ，4Y 存放 数 月 。 

电泳 缓冲 液 ，1L 

3g Tris 碱 25mM 
14.44 HAR 192mM 
ig SDS 0.1% 
加 蒸馏 水 至 AL 

pH 应 该 在 8.3 左右 。 也 可 以 制 成 10x AR, ES 
温 下 长 期 保存 。 


SX 样品 缓冲 液 ，10ml 

0.6ml Imol/L 的 Tris-HCl (pH6.8) 60mmol/L 
5ml 50% 的 甘油 25% 
2ml 10% 的 SDS 2% 


0.5ml 2-32 14.4mmol/L 
. 8i . 


Iml 196 35 Pio d 0.196 
0.9ml AAR BK 
"Fée AC RFE ROA, Xe - 20C RFRA. 


5.1.3.4 Lita A 
C1) E EA UE ERE (Wik Gem X Sem 胶 ) Press ERE 


ie Et 
AERE Je Hr ^ ES Iz HE TARE 
0.5mm 5.6ml i.4ml 
0.75mm 8.4ml 2.1ml 
1.0mm 11.2ml 2.8m) 
1. 5mm i6. 8ml 4.2ml 


凝 胶 液 量 通常 应 稍微 多 配制 点。 
(2) X% 分 离 胶 的 计算 


A iK X /3ml 

BR 2.5ml 

蒸馏 水 (7.5- X/3) ml 

10 96 act Hit AR ER 50pl 

TEMED Sul (10pj， 如 果 X« 89) 
总 量 10m] 


在 灌 制 分 离 胶 之 前 准备 上 述 溶液 。 
5.1.3.5 MADER 


举例 : 
FIER 8% HYP RTE (6em gcmx0.7$Smm)， 需 10ml 
ATK 2.7ml 
B uk 2.5ml 
蒸馏 水 4.8ml 
1096 ik GRAB ER 50pl 
TEMED 5gl 
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操作 步骤 如 下 、: 

1) 组 装 凝 胶 模 具 可 按照 使 用 说 明 书 ， 装 配 好 灌 胶 用 的 模具 。 
X} T Bio-Rad 的 微型 凝 胶 电 湾 系 统 ， 在 上 紧 螺丝 之 前 ， 
必须 确保 凝 胶 玻 璃 板 和 隔 片 的 底部 与 一 个 平滑 的 表面 紧 
teh CA S.D, HARRERA S SCORE B1 
n. 


Wit 梳子 一 一 
ECC n bai 


fum 前 视 Tis 
图 5.1 Bio-Rad 的 Miai-Protean SERES R £g AE C BH 


2) BAR. BRABMKE- T D POR X oL PRA. A 
MMR (ARP) BHAA, SEBRDDUIMCE E. 
WAT HBR TEMED 后 ， 轻 轻 搅拌 使 其 混 义 (过量 
气泡 的 产生 会 干扰 案 合 ), 凝 胶 很 快 会 聚合 ， 操 作 要 迅 
速 。 
小 心 将 凝 胶 溶 液 用 吸管 沿 隔 片 缓慢 加 入 模具 内 OR 
5.2)， 这 样 可 以 避免 在 凝 胶 内 产生 气泡 。 
当 加 入 适量 的 分 离 胶 溶液 时 《对 于 小 凝 胶 ， 凝 胶 液 加 至 
约 距 前 玻璃 板 顶 端 1.5cm 或 距 梳 子 齿 约 0.5cm， 见 图 
5.3)， 轻 轻 在 分 离 胶 溶液 上 覆盖 一 层 1 ~5mm 的 水 层 ， 
xx (t SENE XE LAE 83. 3E 
等 待 30 —60min, WARRE. HERRE, EDA 
胶 和 水 是 之 间 将 会 出 现 一 个 清晰 的 界面 ， 可 以 微微 倾斜 
模具 ， 检 测 凝 胶 是 否 聚 合 。 另 外 的 办 法 是 将 灌 完 分 离 胶 
. 83 ry 


3 


— 


4 


— 


5 


— 


6 


w 


Jer eS ETRE AE aA HE A a Be 
Abd. MRR. Hin AB mck a, AM 
WS BRR, BP RAC RIA, ARERR AZ 
前 重新 灌 胶 。 分 离 胶 可 在 4 储存 -局 。 


图 5.2 用 滴 管 将 凝 胶 溶 液 图 5.3 分 离 胶 聚合 之 前 
加 入 凝 胶 模 具 
5.1.3.6 灌 制 堆积 胶 

举例 : 

两 块 S% 堆 积 胶 (6cm Xx 8cmx0.7Snm)，4ml 
IR RUK 2.3ml 
A 0.67ml 
C 1.0m] 
1096 i3 Ei. RFE 30l 
TEMED Syal 

按 以 下 步骤 操作 ， 


1》 吸 尽 覆 盖 在 分 离 胶 上 的 水 ; 

2) HAM. CRM RIS KES RR (1 

3) MAT HREM TEMED, FTE KR 5); 

4) M HEBUE TR HE FER E ^ SRKI EE. Hg ERR 


到 达 前 玻璃 板 的 顶端 CLE 5.4); 


5) 将 梳子 插入 凝 胶 内 ， 直 至 梳子 齿 的 底部 与 前 坡 璃 板 的 项 
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留 5.4 HERRERA MARKER 


端 乎 齐 《 见 图 5.5 $018 5.6)。 必 须 确保 梳子 此 的 末端 没 
有 气泡 。 将 梳子 稍微 倾斜 插 和 人 可 以 减少 气泡 的 产生 ; 


图 5.5 将 加 样 孔 梳子 插入 堆积 胶 


6) 约 30min KERR A ; 
7) 凝 胶 聚 合 后 、 小 心 拔 出 梳子 ， 不 要 将 加 样 孔 撕 裂 ; 
8) 将 凝 胶 放 人 电泳 槽 内 ， 如 果 使 用 Bio-Rad 的 微型 凝 胶 系 
统 ， 可 预先 接 好 电极 
9) 将 电泳 缓冲 液 加 入 内 外 电泳 槽 中 ， 使 凝 胶 的 上 下 端 均 能 
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BHMERMRP CILE 5.7)。 

注意 : OPEMRAPEA HUA, WERA MEETA ELSE UH Put 
PERSE EE, QFE REE REA AOA, CLER UE Fe OH 
A. DEM ZA KROME -下 加 样 孔 ， 这 样 吕 以 去 除 未 察 合 
的 丙烯 酰 胺 积 其 他 污 物 。 


图 5.6 RRRA M 图 5.7 Bio-Rad 公司 的 


Mini-Protein 电泳 权 
5.1.3.7 it 意 
1) 试剂 溶液 通常 储存 在 4C ， 在 混 匀 或 河 胶 之 前 无 须 恢 复 
到 室温 。 


2) 凝 胶 不 聚合 的 原因 ， 

。 过 硫酸 铁 或 TEMED 的 攻 不 够 ， 可 增加 催化 剂 的 量 。 

。 试 剂 质量 差 ， 使 用 电泳 级 的 试剂 。 

。 过 硫酸 铵 和 TEMED 失 活 ， 配 制 使 用 新 鲜 的 储存 液 。 

。 紊 合 时 温度 太 低 ， 将 凝 胶 置 于 室温 。 

3) 聚合 反应 的 速度 可 以 通过 增 减 所 使 用 聚合 催化 剂 的 量 来 
加 以 改变 。 

4) 在 聚合 反应 中 ， 特 别 是 对 于 高 浓度 的 凝 胶 ， 出 现 凝 胶 列 
纹 的 主要 原因 是 过 最 产 热 ， 可 使 用 冷却 的 试剂 (9]。 

5) 对 丙烯 酰 胺 液 脱 气 加 速 从 合作 有用， 但 这 一 步 可 以 省 略 。 

6) 如 果 在 4 亿 下 进行 电泳 ,十 二 煤 基础 酸 猩 (LiDS) 可 以 
用 来 取代 SDS， 在 低温 下 LIDS 不 会 沉淀 。 
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7) 


8) 


5.1.4 
5.1.4.1 


E E3 I RAY D. 5 s CD F Pr HA SDS 的 级 别 及 品 
牌 。 可 以 参考 各 种 商业 来 源 的 SDS 纯度 的 分 析 和 讨 
w, 

APIS BEBE SERE HB DK, PAARMA 50 ~ 500kDa 范围 的 
&E TU, 


制备 样品 和 上 样 
每 孔 的 上 样 量 (Bio-Rad 的 微型 凝 胶 系统 ) 


凝 胶 的 厚度 1 4L SFL = 10 FL 154l 


0 
0 
1 
1 


5.1.4.2 
1) 
2} 


3) 
4) 


.5mm 0.7ml 45pl l6pt Sul 
. 75mm 1.0m} — 68d 24ul 14nl 
.Ümm l.4ml . 90gl 32pl 1841 
.5mm 2.Iml 1354 — 484 27 pl 
操作 步骤 
将 蛋白 质 样 品 与 Sx 样 总 缓冲 液 (20M + Spl) 在 一 个 
Eppendorf 管 中 混 合 ; 


LOOT 加 热 2 一 10min; 

离心 ts， 如 果 有 大 量 蛋白 质 碎片 则 应 延长 离心 时 间 ; 

用 微量 注射 器 将 样品 加 入 样品 孔 中 〈 见 图 5.8)。 将 蛋白 
质 样品 加 至 样品 孔 的 底部 ， 并 随 着 染料 水 平 的 升 高 而 升 
高 注射 器 针头 。 避 免 带 入 气泡 ， 气泡 易 使 样品 混和 到 相 
邻 的 加 样 孔 中 。 

注意 : 人 在 如 和 不同 的 样 癌 之 前 ，… 定 受用 电泳 缓冲 液 或 蒸 狗 水 冲洗 注 
838. Dea EL BA BET 0 PR SES CAL. 1.0. 地 
An Rt AO Re A B OCC B n Ee, BER A pc HOP, dB TH BK 
RER, SIRAM X sou. 四 虽然 堆积 胶 的 堆积 作用 
可 以 减少 因 加 祥 体 积 不 沁 所 产生 的 差别 , 但 是 在 进行 分 析 性 工作 时 还 应 保 
HHP OLE, CON FREE ELTE L, THRARE MARA RS 
RREH mgm, 
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5.1.4.3 


1) 


2} 


3) 


4) 


5 


> 


6 


~~ 


7 


~ 


> BR - 


FE ERR e ir fti 94 a8 


图 5.8 将 蛋白 质 样品 加 入 样品 孔 中 
注 意 


等 孔 上 样 的 最 低 焉 白质 晶 《【 每 一 条 蛋白质 条 带 ): 0.1pg 
( 考 马 斯 亮 蓝 染色 )-2ng( 银 染色 )]。 

等 孔 上 上 样 的 最 大 蛋白 质量 〈 旨 白质 混合 物 ) : 20—40pg. 
样品 缓冲 液 中 蛋白 质 沉淀 的 主要 原因 是 ;看 白质 的 变性 ; 
SDS HEAD; 还 原 剂 的 量 太 少 ; 过 度 的 酸性 环境 ; KC 
的 出 现 导 致 SDS 的 沉淀 人 

在 准备 样品 的 过 程 中 ， 如果 样品 混合 物 变 为 黄色 ， 则 说 
明 溶 液 太 酸 ， 加 入 NaOH 直至 溶液 变 为 举 色 ; KU, Æ 
锯 质 样品 就 会 出现 反常 迁移 。 

AT Rene, ERMAN PMA SRE ih 
nhi. 

样品 不 能 沉 到 加 样 孔 底 部 的 原因 是 : 样品 缓冲 液 中 没有 
足够 的 甘油 ， 或 梳子 安放 的 不 合适 ， 使 孔 底 留 有 聚合 

丙烯 酰胺 (9 。 

如 果 在 上 样 之 前 没有 对 者 沸 的 样品 进行 离心 ， 使 会 出 现 
蛋白 质 条 带 的 拖 尾 现象 。 拖 尾 是 因为 在 堆积 胶 中 蛋白 质 
浓度 过 高 而 产生 的 沉淀 所 致 。-- 般 认为 聚合 的 蛋白 质 在 


8) 


9) 


电泳 过 程 中 会 逐渐 溶解 。 对 蛋白 质 样品 进行 稀释 可 以 得 
到 改善 9]。 

样品 缓冲 滚 中 总 沸 的 样品 可 以 在 - 200 保存 数 周 ， 但 是 
反复 冻 融 会 导致 蛋白 质 的 降解 。 

对 于 储存 在 -~ 20 尼 已 煮沸 的 样品 ， 上 样 前 应 先 使 样品 升 
温 至 室温 ,使 SDS 沉淀 溶解 [9] 。 


10) 上 样 时 ， 小 心 不 要 使 样品 溢出 ， 避 免 污 染 相 邻 的 加 样 


5.1.5 


5.1.5.1 


1) 
2) 


3) 


4) 


1L. 
E 3k 
操作 步骤 


将 电极 插头 与 适当 的 电极 相 接 。 电 流 应 流向 阳极 ; 

将 电压 调 至 200V (保持 恒 压 ， 对 于 两 块 0.75mm 的 胶 来 
说 ,电流 开始 时 为 100mA， 在 电泳 结束 时 应 为 60mA; 
对 于 两 块 1.5mm 的 胶 来 说 ， 开 始 时 应 为 110mA, AR 
时 应 为 80mA。); 

对 于 两 块 0.75mm 的 凝 胶 ， 染 料 的 前 沿 迁 移 至 凝 胶 的 底 
852955 30— 40min (1.5mm BEREITS 40— 50min); 
注意 ; OHRADKUEPSAR, RMORVHRARHSS, BES 
AG" ak, IERE, OPPR MA FIR. ORKE, GERE BOT LLG E 
胺 放置 数 小 时 没有 不 良 影响 。 除 E EAI PARE, ES 
扩散 。 鲜 妖 胶 电泳 时 使 用 高 电流 是 非常 危险 的 。 在 关闭 电源 之 前 千 万 不 要 
拔 出 电极 。 如 果 使 用 的 电泳 位 并 设 有 完全 与 外 界 髓 开 。 便 应 留 有 醒目 的 标 
记 来 提示 电泳 正在 进行 。 

关闭 电源 ， 


S) 从 电极 上 拔 掉 电极 插头 ; 
6) 从 电泳 模 中 取出 凝 胶 玻璃 板 ; 


7) 


小 心 移动 两 玻璃 板 之 间 的 隔 片 ， 将 其 插 和 两 块 玻璃 板 的 
一 角 。 轻 轻 援 开 玻 璃 板 ， 凝 胶 便 会 贴 在 其 中 的 一 块 板 上 。 


5.1.5.2. it 意 


D 电泳 中 ， 只 有 在 便 压 的 条 件 下 电泳 期 间 蛋 白质 才 可 以 保 
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持 恒定 的 迁移 速率 [9]。 

2) 电泳 中 ， 出 现 不 规则 的 蛋白 质 迁 移 带 多 是 因为 电流 不 稳 
定 。 因 此 要 确保 上 下 电泳 槽 中 的 电泳 缓冲 液 与 凝 胶 保持 
很 好 的 接触 。 其 他 可 能 的 原因 包括 : 样品 孔 中 加 样 太 多 ; 
样品 中 盐 浓 度 太 高 ; 边缘 效应 。 在 上 凝 胶 边 缘 电 泳 条 带 出 
现 “ 微 笑 ” 状 或 样品 泳 动 的 速度 减 慢 ， 可 能 是 因为 凝 胶 
的 中 间 比 两 侧 更 热 。 降 低 电压 便 可 改善 这 一 状况 。 


5.1.6 考 马 斯 亮 蓝 染色 


这 种 染色 方法 在 单条 电泳 带 中 蛋白 质 最 小 检 出 量 为 0.1pg 的 
蛋白 (如 图 5.9)。 通 常 可 以 根据 所 需要 的 敏感 度 来 选择 是 使 用 


考 马 斯 亮 蓝 染色 或 是 银 染色 。 


wep oo Mae eee qu 


图 5.9 考 马 斯 亮 蓝 染色 电泳 凝 胶 MRAR AS 
CMAN BMA (最 上 条 带 ) 及 其 抑制 蛋白 【下 部 条 
35) 的 电泳 图 谱 。 电 泳 条 件 为 0.75mm BR, 13% 91 f 
RR, BE 200V, Bik 40min, WARES 10keg/ 和 孔 


5.1.6.4 试 H 
1) 考 马 斯 亮 蓝 R-250 


. 90+ 


$.1 


2) 甲醇 -CH3OH 


3) 冰 醋 酸 

6.2 fA fr i 

1) 考 马 斯 亮 蓝 染 液 ，1L. 
考 马 斯 亮 蓝 R-250 1.0g 
甲醇 450ml 
IB OK 450ml 
ABE RS 100ml 

2) SBMA RMR BIR, IL 
甲醇 100ml 
vk KE AS 100ml 
蒸馏 水 800ml 

6.3 染色 过 程 


D 戴 上 手套 避免 将 于 指 印 留 在 电泳 胶 上 ， 将 胶 移 入 一 个 小 
的 盛 有 少量 考 号 斯 竞 监 《20ml 已经 足够 ) 的 容器 内 Ch 
Ls AS SEE BEE ABE). NLS SR BAB HE Ua) ERE S CE RUE p ES 


振 涉 下 全 凝 胶 脱 落 ; 
2 


~ 


穆 中 要 用 盖子 或 封口 膜 密 财 容器 口 ; 
3 


— 


TA. 
4 


w 


荡 过 夜 。 
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XPEP0.75mm RER, O TE TRI 5248 2E 35 5 — 10min, 
对 于 1.5mm ARER, B; 10~20min， 在 染色 和 脱色 过 


弃 去 染 液 ,将 凝 胶 在 水 中 漂洗 数 次 。 戴 手套 以 避免 将 双 
5A, 3; ES AE E LG iR (£5 50ml)， 清 晰 的 条 带 很 快 会 


显现 出 来 ， 大 部 分 凝 胶 脱 色 需 要 Lh、 使 用 过 的 脱色 液 则 
可 用 水 冲洗 掉 。 为 了 脱色 完全 ， 需 数 次 更 换 脱 色 液 并 震 


5.1.6.4 i 意 


D 


2 


— 


3) 
4) 


5 


— 


6 


-— 


7 


~ 


8 


— 


染色 和 脱色 -WAE METH EE. (AMR ADK 
将 需要 更 长 的 时 间 脱 色 ， 和 如果 脱 色 后 染色 显得 并 不 彻底 ， 
BY PULS SERE dU dE TT AE GS 

Xi T dE ELS ACE Pe BE BE MU) SERE. 可 以 用 一 张 What- 
man3M 的 滤纸 贴 在 玻璃 板 上 的 凝 胶 上 ， 将 其 转移 至 染色 
容器 内 ， 然 后 将 滤纸 与 雍 腕 一 块 揭 下 来 ， 并 将 凝 胶 从 滤 
纸 上 冲 洗 至 染色 容器 内 。 

高 浓度 的 SDS & FURS GME BARA. 

PEJZA 3e fT 8E X 3 Po R RRE H E EEE, iF 
是 加 入 染料 的 量 不 足 ， 或 者 是 振 水 的 不 够 充分 ， 

非特 异性 的 考 马 斯 亮 蓝 染色 主要 是 由 于 未 溶解 的 染料 的 
沉积 而 成， 应 将 染料 溶液 过 让 后 再 用 。 

染料 易 被 阳性 电荷 离子 基 团 所 吸引 (如 Lys, Arg), [8 
此 碱 性 蛋 和 白质 染 色 较 深 -- 些 酸性 和 蛋白质 则 不 另 检测 
gap 211 

4l FE Be UTE dc Ue CALDO LR HE AN SEI] R ERA BE 
进行 银 染 色 ， 可 以 参考 银 染 的 具体 步骤， 

染色 和 脱色 可 用 阿 一 个 容器 。 用 清洁 剂 或 有 机 溶剂 。 息 
甲醇 或 乙醇 沾 湿 的 纸 或 纱布 ， 既 可 将 容器 中 的 染色 扎 度 。 


5.1.7 银 染 Ë 
银 染 对 单一 电泳 带 检 出 组 白质 起 低 量 为 2ng。 


5.1.7. 


it m 


硝酸 银 (注意 : 不 同 批 次 的 硝酸 银 灵 敏 度 可 能 不 同 ) 
A H(t (NaOH) 

14.8mol/L (30%) 的 氨水 

fr 1. 


MW(k) 1 


e2W nun BSA 


ME E E m ovak 


2135 8 8 @ 对 = 一 一 STI 
144 a = - LYS 


图 5.10 银 染 电泳 胶 将 Bio-Rad 公司 的 
低 分 子 量 标准 蛋白 试剂 盒 的 蛋白 质 样 品 
te fi Tp E Eh TRE (pg/m): + 
血清 和 白 蛋 白 BSA (1.2), WEA OVAL 
(1.7) ,碳酸 酝 酶 CAI1.9) X EE BEER ERE 
抑制 剂 STI(1.8) ,:8 B LYS(1.4), dE 1 
一 8 孔 中 按 以 下 比例 稀释 后 上 样 2.0pl: 1 
(1: 40),2(1 : 53),3(1 : 80),4(1 : 160), 
5(1: 320),6(1 : 400),7(1 : 1600),8(1: 
4000), EE REA 0.6 ~9%6ng。 一 般 2ng 可 
以 检 出 

5) 38% 的 甲醛 

6) PR (LAE) 

7) Kodak rapid fix 

8) Kodak hypo clearing agent 


5.1.7.2 工作 溶液 


Ct) 提前 配制 
0.36% NaOH 
1% (OFF REAR (OT LARS TE BUA) 
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5096 FARE 10% 醋酸 
1% BY BAAR 
(2) 新 鲜 配 置 
€ 溶液 A 
0.8g 硝酸 银 深 于 4ml 蒸馏 水 中 。 
。 ORB 
0.36% NaOH 21m! 
14.8M (30%) 氨水 1.4ml 
- RC 
将 溶液 A 逐 滴 加 入 溶液 BOP. TERES ETE, hE 
we RMA, RMR AH 100ml，15min 内 使 
用 。 
。 溶液 DD 
将 0.5ml 1% FF E RE Al 501! 3896 的 甲醛 混合 ， 加 水 至 
100ml。 溶 液 必须 新 鲜 。 


5.1.7.3 X 色 


D RLF, HERBE -MRH 50% HIRAM 10% MB 
合 液 的 小 容器 内 ， 至 少 浸泡 th， 换 液 2~3 次 ; 

2) 用 清水 漂洗 30min， 期 间 至 少 换 水 3 次 ; 

3) 准备 溶液 A、B、Ci; 

4) 将 凝 胶 移 人 一 个 干净 的 容器 内 ， 在 持续 温和 振 播 下 施 ( 
液 染色 15min; 

5) Hi: BF KEE, 在 轻 轻 振 提 下 浸泡 2min; 

6) 准备 溶液 D; 

7) 将 上 凝 胶 移 至 -- 个 干净 的 容 问 内 ， 用 溶液 D 洗 淋 ， 显 色 。 
银 染 的 电泳 带 : - 般 在 lOmin 内 出 现 ， 否 则 更 换 溶 液 D。 
Ami ROUES E. PE IER 

8) 将 凝 胶 浸 人 1% 的 醋酸 终止 反应 ; 

9) EAk PARERES lh、 换 水 三 次 ; 
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10) 


11) 
5.1.7.4 


(D 


* 


(2) 


(2 


(4) 


5.1.7.5 


t) 


2) 


如 果 蛋 白质 染色 太 深 ， 则 可 用 Kodak Rapid Fix 或 Ko- 
dak Rapid Unfix 使 电泳 胶 脱 色 ; 再 用 Kodak clearing a- 
gent 《如 Orbit) 终止 脱色 ,然后 用 5096 甲醇 /10% 的 酯 
MU 

将 凝 胶 保 存 于 水 中 或 进行 干 胶 。 


染色 过 程 中 的 注意 事项 


步骤 1 
PRAM Am RRM; 因此 ， 应 使 用 试剂 纯 的 
甲醇 。 

凝 胶 在 第 一 次 甲醇 浸泡 中 可 持续 存放 数 周 。 

一 种 更 快捷 的 方法 是 将 凝 胶 在 7096 PEG2000 中 浸泡 
30min， 然 后 直接 进行 第 三 步 L5]。 

含有 琼脂 糖 的 凝 胶 在 2096 TCA 中 固定 效果 更 好 。 
步骤 4 

溶液 C TRAR BRI, AKAK HEE TOR. 
并 加 入 等 体积 的 盐酸 生成 AgCl 沉淀 B]，Ag 用 清水 冲 人 
下 水 道 会 造成 重金 属 对 环境 的 污染 ， 最 好 按 市 政 管理 部 
门 的 要 求 进行 处 理 。 

步骤 ?7 

596 一 10% 的 由 醇 可 以 用 来 减 慢 显 色 反应 速度 。 

步骤 10 

可 用 10% fy AREA Rapid Fix 的 脱色 。 


ik x 


gue BE LE EAS HE, MER (0.5—0.75mm) 可 

RRR. 文献 【14] 给 出 另 一 种 银 染 方 法 。 

对 于 考 马 斯 亮 监 染色 的 胶 ， 可 将 凝 胺 用 甲醇 漂洗 后 ， 继 

续 进 行 银 染 ， 从 第 二 步 王 始 操作 。 乙 酸 会 干扰 银 染 ， 因 

KHEARKERPLRASMS. (Bins LEE S 
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3} 


4 


— 


5) 


6 


{w 


7) 


8) 


9) 


10) 


iD 


12) 


13) 


14) 
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染 ， 则 可 用 Rapid Fix 脱色 并 用 考 马 斯 亮 蓝 二 次 染色 。 
不 同 的 蛋白质 对 银 染 的 反应 是 不 … 样 的 ， 尤 其 是 碱 性 蛋 
白质 染色 效果 差 。 因 此 ， 不 适 家 用 银 染 测定 不 同 蛋白 质 
的 比例 。 

在 凝 胶 染 色 的 浸泡 过 程 中 ， 缓 慢 的 振 涉 (40~60rmin) 
是 非常 重要 的 。 

BERE Seq Xe Edi YH.- THR Re TA ELE. 
所 以 在 凝 胶 染色 哥 作 的 全 过 程 中 都 应 戴 FE. 

凝 腔 背 景 呈 均 -- 的 黑色 多 是 因为 水 中 的 杂质 所 致 ， 所 以 
洲 液 的 配制 都 应 使 用 导电 率 小 于 TS 的 无 离子 水 。 

Wn SE US Ge SEK A aR ZARA, HX x TE ii 
SR EMER, BREADS WUE PE 2. 5. O 中 未 充分 
的 漂洗 所 臻 ， 或 者 是 染色 过 程 中 温度 太 低 : 

较 深 的 银 染 缘 景 主要 是 失 烯 醋 胺 中 的 杂质 所 至 
ERPE ERAR ERI, KEK, MAR, 
Triton X-100 nBj fk ri f EX tE T DE PE M ESS, 
TEE, TAME UR UTE SR aR, EAK 
18 5T LA PN 

SHEARER SARK ERIN, HRA Siem. 
ARE SE RI n AN (6, zm npo] Rz dt dy i ox eed a ES (x 
gU, 

SDS EE PAY oS. AE Z AE E E 6OKDa IE 67kDa 处 
出现 两 条 水 平 线 . WI aim ALPE Of RI RA 
girl, 

f£ fie RE iat YR S] SOP Ue LEE er 40 
4gi9), xpprijj UO, EE E. Hl 
1096 (f) I, RE £r dili xL firi 30min, SA Ki JH Rk IE SE 
冲洗 2RUÀ. dp. MEAE DL (c ELK P Di (E BOT 
2596 AY P, — RES Fé EA T ORBE PR 

染色 使 用 的 玻璃 容器 必须 非常 清洁 。 用 泡 酸 的 方法 处 理 


5.1 
5. 


tn 


玻 现 容器 可 满足 上 述 要 求 。 

15) 银 染 后 应 尽快 照相 ， 随 着 时 间 的 延长 、 蛋 白质 银 染 带 会 
we, WAR eC, 

16) RR IL P SSC 的 放射 自 显影 效果 很 好 ， 但 H 
的 放射 自 显影 不 能 显 相 ， 因 为 大 部 分 同位 素 射线 被 染色 
所 吸收 [1 。 


.8 T B 
8.1 材 n 


1) Whatman 3MM 滤纸 
2) 玻璃 纸 或 标准 的 塑料 保鲜 膜 


.1.8.2 操作 步骤 


D 将 凝 胶 置 于 --- 个 十 净 的 表面 上 (玻璃 板 或 洁净 的 操作 台 
JE» 

2) MARKA, UE SECURE TL TREES BE (REA FEE EE s 

3) 用 -一线 10cm x 12cm 的 Whatman 3MM 滤纸 覆盖 凝 胶 ， 
Vus Ae Tel SEE AXE RR A o RE GER POR, ERS 
在 滤纸 十 ; 

4) 用 一 张 玻璃 纸 或 塑料 保鲜 腊 覆 盖 在 凝 胶 的 表面 ， 小 心 不 
Sec SE 5. 这样 会 导致 凝 胶 的 破裂 。 可 用 一 个 试 
管 作为 卷轴 推 忆 可 以 有 效 的 除去 气泡 ; 

5) 将 Whatman AC 55 SERE AT T Ress E, Fa du dtf dil X 
空 于 关 ， 并 盖 上 带 有 密封 圈 的 盖子 [2%4]。 


8.3 it B 


D 一 块 0.75mm fO ERE SERT TP RETE 1h，-- 块 1.5mm FY BE 
BEIE 2h 抽 下 .但 这 也 取决 于 所 用 真空 泵 的 性 能 。 
2) 使 出 厚度 大 于 Imm 的 滤纸 可 防止 凝 胶 发 生 卷曲 [24]。 
3) 凝 胶 也 可 在 室温 和 常 压 下 ， 置 于 玻璃 纸 内 进行 于 胶 。 这 
. 97 . 
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Fb fc 6 99 09 4E PI TR IE ERE iT iE 43 6 S BED MU 
在 十 胶 过 程 中 出 现 凝 胶 生 闪现 象 ， 特 别 是 对 于 高 浓度 的 
HRR ERAN, 3 390 A Æ E RERE SC A TRR, 
REED REIRO. ORE ERE PR IO (E 596 89 E alid ETE 
可 以 减少 干 胶 过 程 出 现 干 绚 UU. 

讨 论 

异常 迁移 的 原因 及 解决 办 法 A, 

MMA SDS 不 完全 结合 红 起 电泳 迁移 速率 下 降 ， 在 下 
述 条 件 下 会 出 现 这 种 情况 :中 没有 被 守 全 还 诛 的 蛋 里 质 ; 
OEE RRMA; QUEL. MERI., Hook 
ft EH eR BERE (CR UL. 

EHARA B jj rer sn HE'S SDS 联结 后 所 带 的 电 
AR. Bund EE, (dubii ef BD SERE BOR 
分 子 量 在 15kDa EA F fo ET HE SDS IRAE FOE HE SE T HL. 
PRR. BUR A ÈMA IOS At 
Tj. i BD OR EEO LE RATE mu. 
SDS BR 3E IE E D A IU Ek PE TY CE 5.3), SDS bk 
i£ PAGE ^r Bi dE LER ER S 1000 ~ 10000kDa.. 

A REN d BE -- REEL NER I Ba Four. 
u[ BEE BB) BE RET (EVE voe C. IE FE o SE nh 
RUP o- Hà ECL REOR THE np ode ix Dep. Ae] BE A E 
白质 水 解 引 起 的 。 

很 多 朴 水 的 蛋白 质 〔 如 : AID SLE BIEN) IX 
结 过 量 的 SOS， 并 显 天 很 高 的 电泳 迁移 率 ， 提 站内 烯 酰 
胺 浓度 可 以 得 到 更 精 确 的 分 子 引 1 JH Ade RH Be fr dE 
白质 需要 用 去 垢 剂 维持 其 活性 和 可 溶性 ， 央 此 臣 有 去 垢 
齐 的 情况 下 进行 电泳 可 以 提供 最 满意 的 分 玲 率 然而 和 
SEE DRE Ao Rel Az, «n Triton X-100 (H - 
&, £1.2), FARA MBER E ee), 5h, 
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ORE SMA, ST BPREd M 
比 的 蛋白 质 ， 并 且 其 迁移 率 与 分 子 量 没有 直接 比例 关系 。 
样品 中 高 浓度 的 阳离子 可 能 会 导致 SDS LH, WK TE 
加 入 样品 缓冲 液 之 前 将 其 除去 。 

Ge HON EERE, GUT E123 Bub. 
尤其 当 使 用 超 薄 胶 时 (<0.5mm))， 必 须 在 染色 之 前 进 
{iE 2096089 TCA 证 以 作为 -- 种 固定 剂 (':。 
MARES TAR MIA TE, fu IK AAR FFB THE 
Ri vas 

SDS £t eSI SERO TETTE, 4B a AKT HEM SDS E 
Al as Be eae BK SATA TE (05 5.4.4). 对 于 SDS- 
PAGE 后 酶 的 处 理 ， 可 以 参考 文献 【261]. 

清洗 电泳 仪 和 玻璃 板 时 使 用 温和 的 去 垢 剂 ， 便 足以 使 共 
变 得 清洁 。 尤 其 是 对 考 马 斯 亮 蓝 染 色 也 能 洗 净 ， 

FEB RAJEE: Bio-Rad 的 Mini-Protean 电泳 仪 并 不 需要 
对 玻璃 板 进行 封 L1 Buh f HTRS SE H ETRS SERE HS TL AR AI, 
我 们 建议 使 用 0.590 89 3 f XC PAE ORC n EE RE TEE CS 
LN 

(KK ME AS A HK EE («3960) ATLA 0.596 19 BAR 
HEA FRE 

对 地 浓度 超过 12% ATS REE, RE PE OF P AS 
BR OLI SR Z E E e DO E 


10) TOM C% Ri t FOR R as BE BE PS EC ELLE di 


标 。 代 % 是 指 丙烯 酰胺 总 的 含 基 (w^), C% EIk 
的 丙烯 酰胺 (BY Pa BEC 55 DL B RC a Hc 89) EE (HG 
(w/w))。 册 以 下 公式 得 出 : 
T% = [TARR Cg) + DUA AAR Cg) /总 体积 (ml)] x 
100% 
C% = DOLES HS BIER Cg) / P4 BC Cg) + OCA HS PE AK Ce ] 
x 100% 
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5.1.10 


1) 


iE We TA 4 BEBE BE HUP. NRE Sk A 6] 
问 ， 厨 成 为 多 数 实验 者 的 首选 ， 更 大 的 凝 胶 ， 可 在 需要 
分 离 更 多 的 重 门 质 的 情况 下 使 用 [加 | Pharmacia Phast- 
system [EA T ERZ rB vk EIR SERE OT RU AR R B, pk BHE 
方面 的 里 程 碑 。 

REDERE EL c AT DOBLE HERE Ee Be IEEE 
KE ASO 。 

-个 简单 的 检测 酶 的 蛋白 质 溶解 作用 的 方法 是 ， 将 样品 
缓冲 液态 入 到 两 份 完 全 相 回 的 蛋白 质 样品 让， 只 对 其 中 
的 一 份 在 100C 进行 者 沸 ， 然 后 同时 进行 电泳 11。 

开 以 参考 文献 [20] 或 文献 [23] 的 方法 除去 样品 中 核 
fi 

AE REA AU ERE SA: PIMA 29g 纯化 的 入 
HET RbRHERB ILE. tn E EI AR A G br SR ET 
A, MERENI- :标准 进行 推断 【 例 : 对 于 有 S 个 标准 
盘 白 质 的 混合 物 ， 则 需 在 每 孔 加 人 Ong HIERHER E 
深 液 }。 可 以 将 标准 蛋 髓 掉 分 装 成 小 份 ， 这 样 可 以 避免 
及 复 冻 项 必须 注意 的 是 与 染料 的 结合 使 分 于 最 标准 全 
站 的 分 子 量 增加 、 


安全 注意 事项 


RRE: GR S FONAR RR, o fe A 
癌 和 致 畸变 作 咱 。 可 被 正常 皮肤 吸收 如 果皮 肤 接 触 了 
Ap HSER) OK sd HORE. RIA ok he, AKA 
H DIKS RE RE Ca set RE AL eT Ah AN 

过 硫酸 镜 ， 吕 以 几 水 稀释 后 冲洗 弃 之 。 

TEMED: 出 避 光 的 瓶子 在 AC 保存 !%1。 有 报道 认为 保存 
10~ 12 个 月 后 活性 显著 下 降 - 

MA: CERERI, WAHAN 
RO AK DRCEISU RUE EMEZU, BEAZ Ag! 应 立 


即 加 盐酸 使 其 沉淀 53]。 
5) 甲醛 ， 甲 屏 的 蒸气 有 很 强 刺激 性 ， 置 于 密闭 的 容器 内 ， 
在 室温 下 保存 。 

5.2 梯 E R 
5.2.1 5l ü 

fr BBE Ie v, oro {ë HIPS Ws EUER Bb BERE EC HI EE CA DC 
Bho -o AÈ CER HE DS BC A PER RT ULIBE DILE ER RAT PF HE 
Jl. Mf fI A Sie BS REMO AR dro A IRE Be T EA 
ft RADAS FRB RAR (如 596 — 2040 B) EIE 
可 以 分 离 15kDa —200kDa 的 蛋白 质 ; 而 396 ~ 3096 85 ERE UE EA ^) 
BS 13— 950kDa HE HE). VER ICH EF IE n 9 4 TA 
ie SRY. 
5.2.2 仪 器 

1) 梯度 仪 

2) hah 5 

3) 连接 管 
5.2.3 RMS 
5.2.3.1 工作 溶液 

CL) TR A 

30% FTE ERK. 0.8% 双 丙 燃 酰 胺 (5.1.3) 
(2) WR B 
L.5mol/L Tris-HCl (pH8.8), 0.4% SDS (5.1.3) 
(3) RRC 
0.5mol/L ‘Tris-HCl (pH6.8), 0.4% SDS (5.1.3) 
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5.2.3.2 5'& —20*6 4: BRAY RAE 


5% 2096 
溶液 入 1.67ml — 6.67ml 
iiu B 2.5m! 2.5m 
AR i IK 5.8ml : 
OBR ae 1.5g (G5 AMY 0.8m) 
10% icf RAR FE 5041 50pl 
TEMED Sul snd 


s.2.3.3 制备 分 离 胶 


港剧 凤 烽 栈 胺 梯度 胶 与 线性 胶 最 大 的 区 别 就 在 二 需要 使 用 梯 
虚 仪 恰好 在 分 离 胶 溶液 漠 和 人 就 胶 借 且 之前， 梯度 仪 将 高 浓度 和 
{HOE IO AAR ARATE. ERC SEA RUOLI, BURA 
BREAK GR TE JAE A RRITA o Pt BE VS A Be PA AB TL 
定 梯度 的 形成 . 


Ki WE E 1 


TES 
图 5.11 灌 制 梯度 胶 的 装置 
D 准备 好 北 胶 模 共 ， 并 装配 好 梯度 混合 器 。 磁 万 搅拌 器 管 
上 梯度 混合 器 的 下 方 ， 这 样 就 不 会 使 混 含 器 的 凝 胶 酸 内 


2) iE RF AM TEMED 的 分 离 腕 溶液 ; 
3) 将 TEMED 加 至 分 离 胶 溶液 内 ， 轻 轻 搅拌 混 匀 ， 此 时 动 
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作 要 迅速 ， 因 为 凝 胶 很 快 会 聚合 ; 

4) 将 适量 的 两 种 分 离 胶 溶液 分 别 加 入 到 混合 器 的 两 个 凝 胶 
MP (A. 对 于 10ml 89 ERE, SH 5ml 至 每 个 槽 中 )， 
高 百分比 读 度 的 丙烯 酰胺 溶液 应 加 人 至 已 槽 中 ; 

5) 打开 磁力 搅拌 器 ， 接 通 两 个 本 之 间 的 连通 管 ; 

6) 打开 蠕动 泵 ， 形 成 梯度 胶 ; 

7) 当 分 离 胶 灌 完 后 ， 在 胶 的 顶部 轻 轻 覆盖 约 1~ Smm 的 水 


层 ; 
8) 用 清水 冲洗 梯度 混合 器 和 连接 管 ， 防 止 残留 的 丙 疾 酰 膀 
X GR 


9) 堆积 胶 的 制备 ， 可 以 参见 5.1.3 节 。 
5.2.3.4 it 意 


D 堵塞 在 连通 管 中 或 梯度 仪 凝 胶 槽 中 的 气泡 致使 形成 的 梯 
度 不 均一 。 

2) 凝 胶 溶液 放 在 冰箱 AU 据 冷 ， 可 以 延缓 灌 胶 时 凝 胶 聚 合 
的 时 间 。 

3) X4 T E BRESEBUR AHE, OT Boo OR A i 
Beg. PR WY RK EOS 0.0005% CM ££ E TR IE A 
0.00495), AER BATU, RG. WARE 
BP ay mpm, 


5.3 SDS RAK 
5.3.1 5l 言 

当 蛋 白质 的 电荷 性 质 与 其 质量 明显 相关 时 。 小 分 子 重 拍 质 在 
SDS-PAGE 中 的 迁移 率 便 不 再 与 它们 的 分 子 量 成 比例 。 在 这 种 情 
况 下 通常 使 用 SDS-RXEREUSSSI, 535b, SDS-ER R K H S CIRCE 
Be ib, ET ELBE 0 t ES 33 REF ARTE ERE ELE MEE A R] 
的 。 除 了 以 下 所 列举 的 凝 胶 组 成 人 外， 所 有 的 操作 均 与 SDS-PAGE 
相同 (参见 5.1)。 
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5.3.2 制 He 
5.3.2.1 工作 溶液 


(1) 溶液 A 

30% 丙烯 酰胺 ，0.8% 双 丙烯 国 胺 (5.1.3) 
(2) RAB 

1.5mol/L Tris-HCl (pH8.8), 0.4% SDS (5.1.3) 
(3) REC 

0.5mol/L Tris-HCl (pH6.8), 0.4% SDS (5.1.3) 


§.3.2.2 溶液 的 数量 


(10ml) 六 铝 分 离 胶 XX% 堆 积 胶 (4ml) 
A il 3/Xml X 1.51 

D ik 2.5ml 0 ml 

Ck 0 ml Imi 

WK 4.8g (3.6m!) 1.9g (1.4ml) 
ARAB 3.9- Xml 1.6- X Z.5ml 
10% it EAR FE SO 30l 

TEMED sid snd 


BE. OLETE A pe RORE BUE I) Pea DL 38 AI Tov ttc HIE fi. L2 PB 
Gp peso üt eic, SUSE A of f deb n A a 


iS I. 

(10mi) s% 2Y ANE 5% HEB (4ml) 
WE A 2.7ml 0.67ml 

Wr n 2.5ml 0 mi 

WC 0 ml 1.0 mi 

DR d 4.8g 1.9g 

ARTROK 1.2ml 0.93ml 
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10% DRM SOul 30pl 

TEMED 5ul Sul 

i vk AT RRR, ni (a Re RS SDS-PAGE 3C 
全 相同 (5.1). 5x 样品 缓冲 液 配 制 时 应 含有 Bmol/L BOR XX. 


5.4 其 他 方法 
5.4.1 放射 性 标记 样品 的 检测 55 10180: 

ee vk rb BE priu A TA BU (13 1) BR 
性 。 可 以 通过 放射 自 显 影 CREAR TE X SEA ERG), BR REM 
切 碎 进行 液 闪 计 数 ， 检 测 样 癌 的 放射 性 . 

尽管 切 碎 效 胶 分 辨 率 较 低 ， 伏 而 吉 是 … 种 量化 的 检测 方法 。 
凝 胶 可 以 用 刀片 切割 ， 但 现在 已 有 商品 化 的 次 胶 切 制 器 Bio- 
Rad，Hofer)， 为 了 得 到 理想 的 液 闪 计数 效果 ， 应 首先 将 重 包 项 
从 效 胶 中 洗 脱 下 来 ， 也 有 -- 种 简单 的 用 双氧水 溶解 族 胶 碎片 的 方 
法 [9i。 

放射 犁 显影 可 以 将 久光 片 直接 对 凝 胶 曝光 ( 北 胶 用 塑料 纸 
SER) 或 在 久光 片 后 置 - :个 增 域 屏 来 显影 这样 可 以 提高 放 射 
和 显影 效果 达 40 售 以 上 CHOSE BR S SEO. BOBAXOESOE IT 
法 检测 CP OSS 其 敏感 度 约 [5 (x, de A A KE RE 
T3 GE tl ENHANCE. (New England Nuclear); dn RHEW H^, 
yl 4-29 (di FO JC f 918 


5.4.2 SFR AME! 

AVE REREAD Fe PTT AA 
SDS-PAGE B HE EL 7r FR. iti WB 7) Y ER d ih 
标准 曲线 ， 未 知 蛋白 质 的 分 子 量 则 可 由 标准 曲线 上 查 出 . 
5.4.2.1 REPE 


D 电泳 、 染 色 结 束 后 ,测量 蛋白 质 及 示 踪 染料 的 迁移 距离 。 
蛋白 质 的 迁移 距离 是 指 从 分 离 胶 的 起 始 位 到 蛋白 质 条 带 
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的 前 缘 ; 

2) 计算 Ry ffi 
R= HEAR E E BSCRERVCRHÉS XE EROR ; 

3) LAU ECT) FEA TE FREDERIC D e b. OR, AP 
标 绘 E, (XY XE BS no fal Pg DX BRB op 83 53] - RAR 
([8 5.12); 

4) 通过 测定 未 知 蛋 白质 的 Ri 值 ， 使 可 在 标准 曲线 上 读 出 
它 的 分 子 量 . 
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Molwe(kDad 
£ 


图 5.12 有 蛋 白质 分 子 量 半 对 数值 与 相对 
迁移 率 作 图 ( 引 自 文献 [22]} 


2.2 ARR” 


D Ry 值 的 计算 应 以 在 同 - 块 生 片 胶 上 分 离 的 熏 卢 质 结果 得 
出 ， 这 样 可 以 消除 因 丙 烯 酰 以 的 浓度 和 电泳 条 件 的 变化 
Wr [EAS BR FE 

2) üüil a) FREE Ud DA SEA {SDS-PAGE W ie -> 
BER. AX - 些 绰 自 质 的 迁移 是 不 规则 的 

3) WEG eq Pm ng dip pd. SETA EU 
{EPA AS JENES PS 4 BREEZE TC E F ETT KC 
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4) 对 于 每 一 块 凝 胶 都 必须 绘制 … 个 新 的 标准 曲线 。 

5) 现在 已 有 商品 化 的 但 白质 分 子 量 标 准 ,。 在 附 溪 2 中 列 出 
了 -- 些 已 天 蛋 白质 的 分 子 量 和 它们 的 等 电 点 。 

6) 由 于 染料 与 分 子 量 标准 恒 扫 质 结合 后 会 增加 它们 的 分 子 
量 ， 上 所 以 在 染色 前 应 对 其 进行 准确 的 校正 。 

7) 可 以 干 胶 后 再 进行 Ri 值 的 计算 。 秆 得 注意 的 是 , Th 
后 引起 蛋白 质 带 变 宽 ， 尤 其 是 厚 胶 难 以 准确 对 蛋白 质 和 
溶剂 前 沿 定位 。 


5.4.3 蛋白 质 定量 


蛋白 质 混合 物 中 单个 蛋白 质 的 定量 通常 是 将 染色 后 凝 胶 的 蛋 
白质 条 带 在 分 光 光 度 计 上 进行 扫描 ， 然 后 对 峰 面 积 积分 。 峰 值 的 
积分 通常 是 用 自动 光 密 度 计 完成 或 将 描记 的 峰 从 纸 上 剪 下 并 称 
重 。 仅 在 限定 浓度 范围 内 ， 蛋 白质 条 带 的 吸光 度 才 与 蛋白 质 的 量 
成 比例 。 由 于 蛋白 质 对 不 同 染料 的 亲和力 不 同 ， 所 以 在 可 能 的 条 
件 下 ， 对 于 不 同 蛋白 质 峰 值 的 比较 应 基于 绝对 量化 的 标准 曲线 
Smith (1984) 提出 了 一 些 光 密度 扫描 分 析 的 建议 全 1。 

蛋白 质 的 定量 可 能 需要 从 染色 凝 胶 条 带 上 将 染料 洗 脱 下 来 。 
EAM ES NES Re EA R-250 的 简单 办 
#24] BAERE, pup EE RE ER E * 
蛋白 的 标准 曲线 ， 因 为 不 同 蛋 白质 与 染料 结合 有 差异 。 


5.4.3.1 REFE 


D 用 刀片 从 凝 胶 上 切 下 蛋白质 条 带 ; 

2) HERES -个 玻璃 斌 管内， 加 入 Im & 3% SDS 的 
50% 的 异 丙 醇 用 右 螨 膜 甘 口 ; 

3) 在 37C KG PHB 24h; 

4) 去 除 液 体 ， 在 595nm 处 测定 光 密 度 。 
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5.4.4 电泳 后 蛋白 质 的 洗 脱 


M. PS dif iB IE EIS v [EGRE En RT] DLE Fon D^ Hox ra v RS 
Jr. BBP E SED AD. Ende. H H ER RUD LR 
Wa Xx TC SE rb RPE el f BER]. C REOR 5min); 然后 
进行 离心 ， 收 集 上 清 ; 青 加 入 稍 多 的 缓冲 液 ， 重 复 抽 提 -一 次 。 采 
用 电 洗 脱 则 会 得 到 更 高 的 产 率 ， 有 一 种 较 简 单 的 电 洗 脱 方法 被 称 
AMER. EGA URE), a A EA E k 
pz. egik ug C A Ed eA ELT iig d aT PEER 

SDS-PAGE Ki F I fu iol 2 OE Be R E OR RE 
FU MS PEAR FH KARA (参见 6.3.2)。 有 时 应 用 变性 作用 低 的 
大 垢 剂 米 取代 SDS (如 非 离子 型 或 两 性 离子 去 垢 剂 ， 参 见 1.4)， 
WHA SEER FER EWM, HEM, MDAT, RAHE 
TR cp Pa ee EEN) 
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6.1 


BrE IPERI 
下 的 凝 胶 电泳 


引 


Tu 


ic mE TERERE PB EK. WPA KR BERK, TENE RE SERI 
^r s Hos pe BEIM 8a dep PF AD FPA ERR EE TUIS Ko Xx 
得 分 不 同 尺 让 重 和 白质 的 间 时 ， 在 分 离 胶 酸 性 pH 条 件 下 高 电荷 的 
蛋白 质 的 沪 动 速度 会 更 快 。 这 种 方法 可 以 区 分 仅 有 -个 电 葡 单位 
差别 的 分 子 。 与 SDS-PAGE 电泳 相 比 ， 非 变性 凝 胶 大 大 降低 了 
从 日 质变 性 发 生 的 机 率 。 

注意 实验 中 一 些 细微 的 变化 对 非 变性 凝 胶 电 泳 的 影响 。 


1) 


2 


— 


3 


— 


4) 


MoE MBE AYT-TL Bae BE HEBE HD Hi At Mie Pe FE eS SL FB TE 5% ~ 
1096 2 |B]., P3 Me S A HS AY EE OT A 20 : 1 到 
50 : 1。 这 样 可 起 到 不 同 的 得 分 效应 - 

dip. 在 非 变性 凝 胶 电泳 中 采用 的 pH 通常 为 8.8， 央 而 
多 数 腊 白质 带 负电 荷 。 但 电 洒 也 可 在 微 酸 的 环境 下 进行 ， 
这 时 需 将 阴极 和 阳极 倒置 。 电 泳 后 为 了 使 HH 的 蝇 白 质 复 
性 ,需要 在 不 影响 生物 活性 的 pH 范围 内 进行 电泳 [i， 
离子 强度 : 离子 强度 在 电泳 中 异常 重要 ， 如 果 离 子 强度 
ii, BM SERIA: 反之 ， 若 离子 强度 太 低 ， 就 
丰 可 能 郧 现 非 特异 蛋白 质 凝聚 。 通 常 离子 强度 使 用 范围 
在 10~ 100mmol/L. 

温度 : 所 有 的 电泳 步骤 都 应 在 OC ~4 仿 条件 下 进行 。 这 
样 既 可 以 保持 蛋白 质 的 活性 ， 又 可 以 降低 蛋白 质 的 水 解 
VEHI. 


“il: 


6.2 不 连续 非 变 性 凝 胶 电 泳 


ESE TE BE Pie HB OK a AE AE TES pH (8.8) 缓冲 液 条 件 下 进行 。 
iHi, FREE Of, IF I) PARE 


6.2.1 i& & 
1) Bio-Rad Min-Protean 11 XE i vk Hé 
2) 电源 


3) 微量 注射 器 或 微量 加 样 器 
4) 染色 和 脱色 用 的 小 容器 


6.2.2 制 Re 
6.2.2.1 ik 剂 
1) 丙烯 酰胺 
2) XU A RC 
3) Tris 碱 
4) 盐酸 
5) it iB v 
6) TEMED 
7) HAR 
8) HW 
9) ED UK 
(0) 3 3 FE R-250 
11) 甲醇 
12) dK AAAS 


6.2.2.2 工作 溶液 


(1) RA (两 簿 栈 胺 储存 液 )，100nml 
3096 Pj S EEHE, 0.8% 双 内 烯 酰胺 
注意 : ARAM RIL UO AK, Rip RE 
4027 


T£ 
30g 丙烯 酰胺 
0. 8g XX DS s BERR 
加 蒸馏 水 至 100ml, MHBRSBR. (pee 
作 ， 直 至 丙烯 酰胺 粉 全 部 溶解 ， 用 石蜡 膜 封 口 ， 以 保持 
溶液 状态 。 
(2) 溶液 B (4x 分 离 缓 冲 液 )，LV0ml 
5mol/lL Tris-HCl (pH8.8) 
18.2g Tris 溶 于 40ml 蒸 饮水 中 ; 
加 入 盐酸 至 pH8.8; 
加 蒸馏 水 至 100ml。 
(3) WRC (Ax MEPUEEZE PP), 100ml 
0.5mol/L Tris (pH6.8) 
6.0g Tris 溶 于 40ml 蒸馏 水 ; 
加 盐酸 至 pH 79 6.8; 
MIRKE 100ml。 
(4) 10% xd BLARPE, 5ml 
0.5g xl if BR ER ; 
Sml AK, 
(5) EZR, IL 
3.0g Tris 25mmol/1.; 
14.4g 甘氨酸 192mmol /L; 
MÆRKE IL (2€ pH 79 8.8). 
(6) 5x 样 品 缓冲 液 ，10mt 
3.1ml Imol/L Tris-HCl (pH6.8) 312.5mmol/L; 
5ml 甘油 5096 ; 
0.5ml 196 RBH 0.0596 ; 
1.4ml Z&f&K c 
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6.2.2.3 工作 溶液 用 量 


C dil ti BEERE ok Ee PI PO S A BL 
H f& VA ER Gem * Sern (E EIE 


MR PME TAE SHE PRE 
0.5mm S.6ml | .4ml 
0.75mm 8.4m 2. Iml 
1.0mm I1.2ml 2.8ml 
L. Smm 16. 8ml 4.2mł 


Rodi HE EG Se Bs RT EAEE, 


(2) X% BEET HF 
AK X rol 
BW 2.5ml 
AB ARR IK (7.5- X/3) ml 
10% ich ft Re PK 50,4 
TEMED Spl (如 果 X «896, HE 1000 
Hur 10ml 

6.2.2.4 制备 分 离 胶 

举例 : 

制备 旺 块 3% 的 分 离 腔 《6cm x Sem x 0.75mm), C 10m]。 
4.8ml 蒸馏 水 
2.7nil A ik 
2.5nl B ik 
50pl 10% CELER ER 
Spl TEMED 

操作 步骤 如 下 : 


1) 接 拘 作 指南 装配 好 灌 胶 用 的 模具 ; 
2) 将 入 液 、B 液 和 水 在 小 的 二 角 眶 或 试管 中 混合 。( 由 十 天 
nas 


6.2 


3 


— 


4) 


5 


— 


6) 


.2.5 


D 


2) 
3) 


4 


M 


烯 酰胺 具有 神经 毒性 ， 应 戴 手套 操 
fF: 

fr du PTE FE, ND A at RR, 
TEMED iR ^J]. Fk 一 步 中 发 生 
RA. DPB RE; 

Tg E AB ASE AR FAL E A BERR 
中 ， 见 图 6.1; 

加 完 分 离 胶 后 ,立即 轻 轻 在 其 顶部 
覆盖 1 一 Smmm 的 水 层 ; 

静 置 30 一 60min， 待 凝 胶 聚 合 ; 

当 凝 胶 聚 合 后 ， 在 分 离 胶 和 水 层 之 间 将 出 现 … 个 明显 的 
Fi, ACRE HR, AER ARS 


ik sm 


TE} STE EU, SAAE pH BER AS, EN 

AFERRA?! (参见 5.1.9); 

TER: 0.06mol/L KOH, 0.376 mol/L Z AR, pH4.3 
(7.7% T. 2.67% C) 

堆积 胶 : 0.06mol/L KOH, 0.063 mol/L ZR, pH6.8 
(3.125"6 T, 2596 C) 

电泳 缓冲 液 : 0.14 mol/L BAAR, 0.35 mol/L 的 乙 

酸 ，pH4.5 

用 低 pH 凝 胶 时 ,将 正 负 电极 倒置 。 

对 于 低 pH 凝 胶 系 统 ， 样 品 缓冲 液 中 以 甲 基 绿 为 示 踪 剂 

{ 终 浓度 为 0.002% )。 

用 核 黄 素 代 达 过 硫酸 铵 进行 光 聚 全 时 ， 聚 合 反 应 残留 化 

合 物 较 少 。 但 是 ， 案 合 反 应 可 能 不 完全 。 在 堆积 胶 中 一 

般 使 用 的 核 黄 素 的 终 浓 度 为 0.0005% (储存 液 的 浓度 为 

0.004% )。 把 凝 胶 暴露 于 日 光 下 ， 以 及 在 白色 或 蓝 色 的 

荧光 灯 下 时 ， 聚 合作 用 便 会 开始 。 


图 6.1 用 滴 管 将 分 离 
胶 溶液 加 入 凝 胶 模具 
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5) SNRs SEI, MRIH Immol/L DTT。 


6.2.2.6 ”堆积 胶 的 制备 


举例 : 
两 块 $S% 的 堆积 胶 (6cm x Scm X 0. 75mm), SiO 4ml 
2.3ml 蒸 馆 水 
0.67ml A if 
1.0ml Ci 
30ul 10% ix ait AG FR 
Sul TEMED 
petri TF: 


D 除去 覆盖 在 分 离 胶 上 的 水 层 ; 

2) 在 小 沽 角 烧 瓶 或 试管 中 ,， 将 A 液 ，C 液 和 蒸 饮水 混合 ; 
3) 在 温和 搅拌 下 ， 加 入 过 硫酸 铵 和 TEMED， 混 食 均 匀 ; 
4) 吸取 堆积 胶 溶 液 加 到 分 离 胶 之 上 上 ,直至 溶液 到 达 前 玻璃 
板 的 项 部 、 见 图 6.2; 

将 梳子 小 心 的 插入 到 两 块 板 之 间 ， 直 至 梳子 齿 底 部 到 达 
前 玻璃 板 的 项 部 ， 在 梳子 齿 端 避免 留 下 气泡 。 见 图 6.3 
和 图 6.4; 


5 


-— 


聚合 的 
A e 


图 6.2 用 滴 管 将 堆积 胶 溶 液 
加 入 凝 胶 模具 图 6.3 将 上 样 孔 梳子 插入 堆积 胶 内 


6) 放置 30min， 堆 积 胶 可 聚合 ; 
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7) FER RRS, dec ARR d 
子 ， 不 要 使 如 样 孔 裂缝 ; | 
8) MER AWE, GERE PENO 
负电 极 ; si 
9) 将 电泳 缓冲 液 加 入 内 外 电泳 槽 EE 
tp, ABR EBS BS FRA EE BB AB 
在 缓冲 液 中 。 图 6.4 堆积 胶 聚 合 之 前 


6.2.3 样品 制备 
6.2.3.1 加 样 孔 的 样品 容量 (Mini-Gel 系统 ) 


XE RE 1 4L 5 4L to fL 15 3L 
0, 5mm 0. 7nd 45,4 L6gl Ol 
0.75mm 1.0m SS 中 244l l4gl 
{.Qnun 1.4m 90) 32,0 18,1 

l Smm 2. ml 13554 48d 27pl 


6.2.3.2. 操作 步骤 
D 将 蛋白 质 样品 各 5% 样品 缓冲 液 (20pl+ Sul) 在 Eppen- 
dort $18.) ; 
2) 用 微量 注射 器 将 样品 加 入 加 样 孔 中 (图 6.5); 


样 MGR -一 向 Hd i$) Ki 


CZ MH 
mm 


图 6.5 用 微量 注射 器 将 蛋白 质 样 品 加 入 上 样 孔 


H7 


3) fkhn A Tel Hes c Wü. Ai dedu ^P eK E ob 


6.2.3.3 


RPA ES a, WBE fe BÉ gne] BOB S T5 A 


= 意 


D 通常 ， 每 孔 可 上 样 1~Sug BGE, 或 30pg 以 上 和 蛋白质 


2) 最 好 在 定 的 瀛 道上 加 上 缓冲 液 作为 空白 样品 对 照 。 
3) 样品 液 在 10 000 x g 离心 15min ZUR E ERE, ARA 


能 干扰 电泳 的 不 溶 物 ， 


4) 样品 中 盐 的 浓度 超过 0.1mnolL， 可 使 蛋白 质 电 沪 条 带 


AE. 


6.2.4 HB ik 


6.2.4.1 


操作 步骤 


D 将 电极 插头 与 相应 的 电极 相 接 ， 对 于 pH8.8 RE, E 


流 应 是 流向 阳极 ; 


2) 将 电压 调 至 100—200V ; 


3 
4 
5 
6 


7 


) 
) 
) 
) 


— 


udi ER Br Me 4 AS BUT XE ESL ER ERE I B 49 1 ~ 5mm 处 ; 
关闭 电源 ; 

拨 出 电极 插头 ; 

取出 电泳 凝 胶 板 ， 放 在 -个 安全 的 地 方 ， 轻 轻 担 开 族 胶 
两 边 的 玻璃 板 。 使 胺 咎 在 其 中 的 -- 块 板 上 ; 

注意 : 电泳 中 使 用 强 电流 非常 危险 。 切 记 在 关闭 电源 前 ， 
后 万 不 要 断 开 电极 。 如 果 所 使 用 的 电泳 装置 没有 与 外 界 
完全 隔离 ，… 定 要 设置 -个 醒 凡 的 标志 ， 以 提示 电泳 正 
在 进行 中 。 


6.2.4.2 建 Pi 


1) 恒 压 可 使 电泳 中 蛋白 质 迁 移 浆 保持 恒定 。 
2) 如 果 电 流 太 大 ， 电 泳 时 大 量 产 热 可 导致 重 上 白质 变性 ; 如 
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果 电 流 太 小 ， 会 延长 电泳 时 间 ， 使 电泳 条 带 弥 散 。 使 电 
压 维 持 在 100~200V 范围 内 进行 电泳 较 适 宜 。 


6.2.5 凝 胶 染色 


考 马 斯 亮 蓝 染色 在 每 条 蛋白质 电 泳 条 带 中 可 检测 出 0.1yg 的 
和 蛋白质。 要 进一步 提高 灵敏 度 可 采用 银 染 方法 。 非 变性 凝 胶 考 马 
斯 亮 蓝 染色 实例 见 图 6.6。 对 银 染 及 考 马 斯 亮 蓝 染 色 的 详细 介绍 
可 参考 第 五 章 中 有 关 章 节 。 


-— 
ht 
€ 
© a 
. 
—— — M e 


图 6.6， 非 变性 电泳 北 胶 考 马 斯 亮 蓝 
染色 。 凝 胶 浓 度 为 6% ,样品 为 Sigma 


公司 非 变性 看 和 白质 分 子 量 标准 样品 

(D 考 马 斯 亮 蓝 染 液 ，1L 

考 马 斯 亮 蓝 R-250 1.0g 

甲醇 450ml 

RK 450mi 

KNEE 100ml 
(2) 考 马 斯 亮 蓝 凝 胶 脱 色 液 ，1L 

甲醇 100mi 

Uk AGE 100ml 

FRB 7K 800ml! 


(3) 染色 过 程 
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D 戴 手套 ,将 凝 胶 转 称 到 一 -个 含有 约 20m 考 马 斯 亮 蓝 染 液 
的 培养 册 内 ; | 

2) 在 摇 床 外 缓慢 震荡，0.7S$mm 的 胶 需 要 5 ~ 10min。 
1.5mm 的 胶带 要 10 — 20min; 

3) 去 除 染 液 ; 

4) 加 入 约 50ml 脱色 液 ， 继 续 轻微 震荡 ; 

5) 为 了 脱色 完全 ， 可 更 换 脱 色 液 数 次 ， 震 荡 过 人 说 ; 可 按 第 
E CI Jr EEIT FRR AR FF 


6.2.6 连续 非 变性 凝 胶 电泳 


由 十 无 需 用 堆积 胶 的 原因 。 连 续 性 凝 胶 电 泳 往 秆 比 非 连 续 性 
凝 胶 电 泳 要 哟 简便 一 些 。 电 泳 梳子 插入 分 离 胶 中 即 可 。 由 十 缺少 
WER, EUERE SR, MARA. HERM 
是 : W CORAHA OTM EG BIA, (EYESRTERENZIDIKDE, A 
Wo op PR 8 gp 8 RE EE EB FR EK S~ 1049. iiH 
EEEE AB EPR TE PELL AS ANG Bit 2 一 3mm。 连续 性 凝 胶 
电泳 所 使 用 的 缓冲 液 可 与 非 连续 性 凝 腕 电泳 相同 。 


6.3 相关 的 方法 
6.3.1 蛋白 质 分 子 量 的 测定 


多 数 情 况 下 ， 采 用 SDS- 聚 内 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 法 测定 蛋白 质 
的 分 子 量 ， 因 为 此 法 是 按照 蛋白 质 分 子 量 大 小 进行 分 离 的 。 在 非 
上 谈 性 凝 胶 电泳 条 件 下 测定 人 蛋白质 分 于 量 ， 蛋 白质 样品 必须 在 丙 湛 
了 栈 半 浓度 变化 的 情况 下 进行 电泳 ， 梯 度 范围 通常 在 4% — 12%. 
这 样 杰 加 的 结 吕 足以 抵消 蛋白 质 电荷 的 效应 。 

数据 处 理 方法 如 下 [9 : 

用 民 ; 值 计算 蛋白 质 迁 移 率 ， 尽 : — RARE Aa whi 
LHES. Ri 值 对 内 烯 酰胺 浓度 的 半 对 数值 作 图 (图 6.7) & 
出 了 特定 的 人 白质 分 子 量 曲线 的 斜率 。 

在 同 -- 条 件 下 ， 作 已 知 分 子 量 蛋 白质 电泳 ， 从 实验 中 得 出 与 


，120 “ 


100Log( Rr x 100) 


RENE (%) 
图 6.7 相对 迁移 率 的 对 数值 ,100Log (ReX 100), 
对 凝 牙 的 丙烯 酸 跌 浓度 作 图 


分 子 量 线性 相关 曲线 的 斜率 (图 6.8)。 未 知 的 目的 蛋白 质 分 子 


量 可 以 从 已 知 分 子 量 蛋 白质 标准 曲线 外 推 得 出 。 


100 300 500 
mol.wt. (kDa) 


图 6.8 图 6.7 H 100g (100R,) ANARA HE 
浓度 作 图 得 出 的 斜率 与 蛋白 质 分 子 量 的 函数 关系 
图 。 这 些 蛋 白质 包括 : 1. SRAM, 2. WEAR, 
3.a- 淀 粉 酶 ，4. GEG, 5. 转 铁 蛋 白 ，6. MES 
HA, 7. CRRA, S. 乳糖 脱氧 酶 ，9. 酮 糖 -1- 磷 
酸 醋 缩 酶 ，10. 了 淀粉 酶 ，11. T REESE REEL, 
12.0-5 BB, 13. ARAB, 14. KERER, 15. 脱 
FABRA, 16. RA, 17. HER RMI 


* 121 7 


6.3.2 电泳 后 酶 活性 的 测定 


BE s BEIC EE B DK GT. Fe de E RE A AS eX E ABE Pc RR 
PRM, Ae RE. 往往 认为 经 过 电泳 之 后 各 种 蛋白 
奈 难 以 保持 活性 ， 然 而 许多 和 恒 白 质 在 电泳 后 仍 显 示 其 活性 

RAMARRI MEKAR WE., Aan, XTR AN 
X., Hic. KERA, KAMA AR HIA G RAR PHA 
J WE AE, SOR aA mR. 

A TORS ELM BERE PPR RR, A ER i E 
[4M [u.s A TR IRA C8 a BS o Hioc, (Rice 
处 理 方 法 可 使 重 帕 质 发 生 改 变 或 变性 。 采 用 荣光 显 术 伍 EI1 法 可 如 
免 上 述 影响 [9]。 

在 第 五 章 中 兽 提 到 可 采用 被 动 扩 散 或 电 洗 脱 将 蛋白 质 从 聚 内 
类 酰胺 凝 胶 中 提取 出 来 。 用 被 动 扩 散 法 提取 和 蛋白质 ， 需 要 用 刀片 
将 涂 胶 中 电泳 带 切 下 ， 尽 量 切 碎 ， 通 过 离心 除去 碎 胶 ， 蛋 白质 留 
在 提取 液 中 (7 而 电 洗 脱 处 理 ， 如 反 向 洗 脱 可 以 更 好 的 提高 产 
xp, 

Rothe Al Maurer (1986) 1R d T HEB HB IK T 40 种 和 蛋 
白质 ， 并 鉴定 了 它们 的 活性 。Hubby 和 Liewontin (1966) I 
报道 了 凝 胶 中 的 脂 酶 、 蔷 果 酸 脱氧 酶 、 葡 萄 精 6- 磷 酸 陪 氢 酶 、 
碱 性 磷酸 了 酶 、w 上 甘油 磷酸 脱 气 酶 和 竞 氨 酸 氨基 肽 酶 的 酶 活性 分 桥 
结果 。 类 似 的 报道 还 有 Prakash 等 (1969) x a- 淀 粉 酶 和 乙醚 
氢化 酶 的 测定 结果 。 
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Bie SHR eA 
WN py BE BE HL 
7.1 等 电 聚 焦 


Tolo dm p 


A& di WE HE BE RE HB UK Cisoelectri focusing gel electrophoresis, 
IEF) HK BEER EIL HEU UR Ha, dur X 8€ ra, e iE T A ERU DECR, 3 
WRAP, SEE TEA A BAA OS ER I A - TES iS 
稳定 的 线性 pH 梯度 中 电泳 。 载 体 两 性 电解 质 是 脂肪 族 多 氨基 多 
羚 酸 ， 上 中 在 电场 中 形成 正极 为 酸性 ， 负 极为 碱 性 的 连续 的 pH 梯 
度 。 蛋 白质 分 子 在 偏离 其 等 电 点 的 pH 条 件 下 带 有 电荷 ， 因 此 可 
以 在 电场 中 移动 ， 当 蛋白 质 迁 移 至 其 等 电 点 位 置 时 ， 其 净 电 荷 数 
为 索 ， 在 电场 中 不 再 移动 ， 据 此 将 重 白质 分 离 。O” FarrellLS 证 
Sk, XE BUE Rl BUE A CE SDS-PAGE 上 依据 分 于 量 进行 第 

.方向 电泳 时 可 获得 更 好 的 分 辨 率 。 双 向 电泳 使 分 离 和 研究 复 淋 
所 白 质 混合 样品 成 为 可 能 。 

SRR HOUR ERE PUES PF BERT, A RETE EIE 
WS d JEL eS > BRR. IH TER) AERE EE AE EUER ERS AJ 
RR Carb zs SAE Be), BD RENS [6] Hc JE E 28] D c [e (0) FA f x 
府 要 疝 。 由 于 平板 胶 热 传递 能 力 高 ， 并 可 方便 地 同时 比较 多 种 蛋 
UL FEAR. AAG RICE AREAS OR DK 〈 而 非 传统 的 管 
RAHE) o 

由 于 等 电 聚 焦 对 看 魏 质 的 电荷 差异 非常 敏感 ， 若 要 好 的 重复 
性， 制备 亿 白 贰 样品 时 一 定 要 小 心 洲 免 任 何 对 蛋白质 化 学 组 成 和 
引 构 的 禾 饰 。 另 外 ， 和 蛋白 质 - 脂 类 、 和 蛋白 质 - 蛋 白质 相互 作出 可 引 
起 电荷 改变 ， 进 两 导致 等 电 点 迁移 或 纹理 现象 。 除 非特 殊 需 要 研 
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究 蛋 白质 -蛋白 质 相 互 作用 或 必须 保持 蛋白 质 的 生物 学 功能 ， 等 
电 聚 焦 通 常 在 含有 屎 素 的 变 狂 凝 胶 系 统 中 进行 。 使 用 非 离子 去 垢 
剂 可 能 提高 分 辨 率 。 

所 需 时 间 : 9h。 


NN 90min 

FERE 3h 

第 二 向 电泳 

BERET d 30min 

A 15min 

电泳 45min 

IEE E E 2~3h 

考 马 斯 亮 蓝 染色 30min 

7.1.2 主要 仪器 

1) Bio-Rad 微型 蛋白 质 电 泳 系 统 (Mini-Protean [I Gel Sys- 
tem) 

2) 电源 

3) 注射 器 


4) 固定 和 染色 用 容器 


7.1.3. TÉ I Se Fe RR AR BEAR 


7.1.3.1 试 剂 
1) Fae a RE 
2) 双 - 丙 烯 酰胺 
3) 载体 两 性 电解 质 
4) 尿素 
5) liie TE 
6) TEMED 
7) Triton X-100 
8) 2- 琉 基 乙 醇 
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9) RAK 

10) H4PO, 

11) NaOH 

12) KCl 

13) ZAZE (TCA) 
14) 考 马 斯 亮 蓝 R-250 
15) 甲醇 

16) 乙酸 


7.1.3.2 储 F 液 


1) PERRA. 30% (w/v) WAME, 1% (w^) R-A HR 
n 

2) 20*6 Triton X-100 

3) 10% TCA 

4) 1% TCA 

5) 1% 7 Pr ie 

6) 5 UNE dic ii 

7) 者 马 斯 党 监 脱色 液 
7.1.3.3. 载体 两 性 电解 质 的 选择 

AVES PE Hb FR (ampholyte) 是 一 些 具有 相近 等 电 点 的 ， 
分 子 量 为 600~900Da HS BES X6 31 Pi E (b 6 WMHS, 
CT A AAC BEAR IS] pH 范围 等 电 诊 焦 凝 胶 的 载体 两 性 电解 质 配 
Jj. 


表 7.1 不 同 pH 范围 等 电 聚焦 凝 胶 的 载体 两 性 电解 质 配 方 


pH xt AR M PN VEI SE pH AE BECP ATES 
Di pias 10 oe pH 3.5 - 10 i 2.4% mE 
pH4 - 6 mE pH 3.5 - "TN ha 2 
pH4 -6 2% 


BUR 


pH 范围 A DES E P fe pH 范围 凝 胶 中 的 百分比 % 
pH 6~9 pH 3.5~10 0.4% 
PH6 -8 1% 
pH? ~9 1% 
pH 9~11 pH 3.5- 16 0.4% 
pH9 -ll 2% 
7.1.3.4 X RR 


下 例 为 灌 制 Scm X 7cm x 0.75mm pH 4 —6 变性 等 电 聚 焦 凝 
胶 的 配方 。 其 他 pH HS BRE SE 5 + RAR. 


H-0 5.4ml 
溶液 A 2.0ml 
载体 两 性 电解 质 溶液 pH3.5~10 48y 
载体 两 性 电解 质 溶液 pH4 ~ 6 240pl 


超 纯 尿素 6.0g 
1096 i 5 Re Fx 25pl 
'TEMED 20pl 
He TB SP PRE IR 
1) 组 装 洪 胶 器 ; 


2) BRE. kK. BRAMRAMERPRBRIEN, BR 

剧烈 摇动 、 轻 微 加 热 尿 素 溶 解 更 快 (WEE, AH Wi 

HE!) 

Mm ATR A TEMED, HARI ONBIDOT AR, 

操作 要 逊 速 ); 

4) 将 上 述 混 匀 溶液 倒 人 治 胶 器 ( 沿 垫 片 缓慢 倒 和 人， 避免 气 
WE); 

5) 插 和 人 梳子， 将 梳子 浸 人 胶 内 《小 心 梳 齿 处 不 要 有 气泡 ); 
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3 


6) RGA th; 
7) 聚合 完成 后 ， 小 心 拔 去 梳子 ; 
8) HSER CAR AER Mi A ra iK bo A a LF 
Ri dec FFA PEL ER BE A HEP OE a AB a, HE Be 
Tn UR BK E i Te SE A dR Ea BET RA BOF 
的 密封 效果 。 
7.1.3.5 注 意 


D) 冲 去 上 样 孔 底 部 林 聚 合 的 因 燃 酰胺， 否则 电 写 过 程 中 会 
RE RATS, 
2) SUPA i dh 1605 SE, RRR, 但 外 限于 水 于 平板 电泳 
系统 (如 Pharmmacia-LKB, Hoefer), 
7.1.4. DRAME 
7.1.4.1. 47.3 (Bio-Rad Mini-Gel system) 
7.2 样品 孔 容 量 


HEME (mnn) 14L (mi) 54L (ald Io 4L. C4 15 4L CaD 
TU KS E 0.7 << 48 0 ih: 9 
0.75 1.0 68 24 14 
1.0 1.4 90 32 18 
1.5 2.1 125 48 21 


7.1.4.2. 变性 凝 胶 上 样 缓冲 液 (2x) 


2.4g 尿素 8mol/L 

2044 载体 两 性 电解 质 ，pH 3.5~ 10 
100p} 载体 两 性 电解 质 ，pH 4 ~6 
500441 20% Triton X-100 (296) 

504 2.8& AE CM (196) 

1. 7ml UK 

2004] 1 9618 Bo ji 
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适用 于 pH4~6 梯度 凝 胶 。 

上 可 分 装 成 每 份 0,5mi 包装 储存 于 - 200003, 
EILA 1⁄4 体积 样品 缓冲 液 漂洗 。 

.4.3 操作 步骤 


D 将 蛋白 质 样品 与 等 体积 的 2x 上 样 缓冲 液 混 合 ， 
10000 xg 离 心 5min 以 去 除 蛋 白质 沉淀 (311; 
2) 用 微量 注射 器 将 蛋白 质 样品 加 入 上 样 孔 底部 。 


.4.4 i 意 


D 对 考 马 斯 亮 蓝 染色 来 说 ,每 个 泳 道 10 一 30kg 的 蛋白 混合 
粗 提 物 或 5~10ng 单 -- 蛋 白 组 分 是 较 合理 的 上 样 浓 度 。 
2)》 苦 样品 不 能 进入 溶液 ， 可 超声 处 理 ， 但 应 保持 温度 在 
30T 以 下 。 

.5 Sa RE ik 
5.1 8 泳 m 


D Ep A BARR rk (O0mmol/L ARA); 
2) 下 槽 中 加 入 耻 极 电泳 液 (Ommol/L SERE). 


.$.2 注意 事项 


D BAAR EB SRR by LE Imol/L 磷酸 储存 液 新 鲜 配 制 ; 阴极 电 
泳 液 应 由 mol/L 氧 氧 化 钠 储 存 液 新 鲜 配制 1; 
2) 应 在 宁 温 下 操作 以 防止 尿素 沉淀 。 


7.1.5.3 等 电 聚 焦 电 泳 条 件 [201 


D 接 好 电极 ; 

2) TRIE 150V 电泳 30min; 

3) TAFE 200V 电泳 2.5h。 开 始 时 电流 应 为 10mA LA, TE 
聚焦 过 程 中 电流 有 所 下 降 。 电 广内 室温 度 在 电泳 过 程 中 
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将 升 至 40 ~ 50T 。 
7.1.6 RHR 
7.1.6.1 测定 pH 梯度 


1) 将 .- 凝 胶 条 切 成 0.Scn 或 lcm 小片; 
2) 将 每 小 片 凝 胶 存 Imi 10mM KC 中 浸泡 30min: 
3) MZ KCI 溶液 pH (B 


7.1.6.2 SERO EUH 


1) 将 族 胶 于 10% TCA PHI 10min; 
1 2 3 2) 换 成 t% TCA 溶液 继续 浸泡 至 少 2h 
-?” 以 去 除 载 笨 两 性 电解 质 。 溪 泡 过 夜 可 更 好 地 
=» - — 降 低 考 马 斯 亮 赣 对 载体 两 性 电解 质 的 染色 。 


2z. | 7.1.6.3 ERA 


a5 1) HERT SE d deg D Re (8 
= 10min, FH FHE: 
k iki 2) Bie (Gg I D Ce Ee 
ERSAK, ERG 
DL Se Sant | SRR AEG A a RE 
电泳 结果 。 


7.1.7 天 然 等 电 聚 焦 电泳 的 修正 方案 


若 进 行 天 然 等 电 聚 焦 电 泳 , 需 在 上 述 步 台 基础 车 做 如 下 修 
IE: 


{1 
jt 


7.1.7.1 Æ RB (pH4—6) 


RIR ARERR., 5960 T, 3.396 C. 《两 块 Sem X Fem X 
0.75mm 微型 凝 胶 )，12ml 


H:O 9.7ml 
溶液 A 2.0ml 
载体 两 性 电解 质 溶液 pH3.5— 10. 48pl 
载体 两 性 电解 质 溶液 PH4~-6 240Hd 
1096 x Ei RE FE SOl 
TEMED 20pl 


7.1.7.2 样品 处 理 及 上 样 


RR GEE EFEM (2x), 5ml 

3ml 甘油 

20041 载体 两 性 电解 质 《〈 同 制 胶 成 分 一 致 ) 
1.8ml H,O 


D 将 样品 同等 体积 的 上 样 缓冲 液 混 句 ， 上 样 前 10 000 x g 
离心 5min; 
2) 将 样品 加 入 样品 孔 。 


7.1.7.3. ”等 电 聚 焦 条 件 (20 一 在 室温 下 进行 

1) 连接 电极 ; 

2) EF Ao 200V 电泳 1.5h， 再 400V 电泳 1.5h。 
7.1.8 讨 论 


7.1.8.1 问题 释疑 [0 


1) 车 产生 模糊 条 带 则 证 明 聚 焦 不 完全 ， 这 可 能 由 于 电泳 中 
的 问题 或 大 分 子 蛋 白质 限制 了 其 在 效 胶 中 的 迁移 能 力 。 
若 聚 焦 时 间 过 长 或 过 短 ， 条 带 的 分 辩 率 下 降 。 增 加 电压 
梯度 可 使 带 形 更 加 锐利 。 高 分 子 量 蛋白 质 在 琼脂 糖 厂 胶 
HIRREN, 

2) PEERI RAT AIR IE EY pH BE. Me AK 
RGA, Russe ERE BEER, bp OE REI R 

EE 


3 


— 


4) 


5 


— 


6 


MM 


7 


— 


8 


pen 


的 异常 效应 。 

盘 鼎 带 的 纹理 现象 是 等 电 聚 焦 经 党 忱 到 的 问题 ， 可 能 有 
十 列 几 种 原因 : 

BARRE RI HES HELD. 或 上 样 量 过 
Z. &Smol/L RBH ARH ab SE EUR EB, RH n 
Triton X-100 Al NP-40 4 FRM IE RE BAB RE. Le 
Bj -- 定 要 离心 以 除去 不 洲 晒 粒 。 

样品 中 残存 核酸 。 可 采用 多 种 方法 去 除 核酸 污染 ， 如 酸 
抽 担 、 盐 沉淀 、 核 酸 酶 消化 等 。 

蛋 跨 质 修 饰 。 非 超级 纯 的 尿素 中 的 异 氰 酸 盐 污 染 物 可 导 
SURF SPR, Bek) AR ER. RAM 
样品 处 理 或 铺 存 不 当时 会 发 生 包 括 Cys 残 基 氧化 ，Asn 
或 Gln Fe HEE SR REESE TR EPI 

波浪 形 条 带 常 由 于 样品 中 盐 滚 度 过 高 、 有 时 载体 两 性 电 
解 质 或 电极 液 不 纯 或 电极 不 洁净 也 会 产生 波浪 条 带 。 
tpe pa] EER AY te. ACRE SER AT IAA ASE, ik 
性 电解 质 浓度 过 低 均 可 导致 不 均等 的 pH 梯度 。 若 凝 胶 
碱 性 部 分 pH 梯度 丢失 ,其 可 能 的 原因 是 阴极 漂移 。 解 
决 的 方法 是 补充 pH9 ~ 11 的 载体 两 性 电解 质 或 进行 韭 站 
f& pH 梯度 电泳 。 

染色 时 商 背 景 的 产生 可 能 由 上 岗 定 后 载体 两 性 电解 质 仍 
geen TERI, HSM 1% TCA 固定 的 时 间 。 

HEV RE ECKE sR OT AE h T m E Ao [gu 
(<10kDa) 或 蛋白 质 在 固定 中 未 被 变性 。 增 加 TCA 浓度 
sk (B np m, REBEL 

t de ca cia G T9 55 ra fi up P^ HERR SRAM, 
改变 等 电 聚 焦 凝 胶 pH 范围 可 解决 此 问题 。 进 — SR 
和 站 质 纯 化 或 免疫 沉淀 处 理 可 避免 重合 斑点 产生 。 
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7.1.8.2 


D 


n3 
— 


3 


— 


4) 


5 


— 


6 


~ 


7 


~ 


8) 


+ Š 


等 电 聚 焦 后 可 用 -- 根 染色 的 细 线 〈 直 径 0.tmm) 标 出 染 
FL UTI DER 
不 同 品牌 的 载体 两 性 电解 质 性 质 上 有 细微 的 差别 ， 使 用 
不 同 来 源 的 载体 两 性 电解 质 凝 胶 时 蛋白 质 分 离 式样 略 有 
差异 。 共 要 获得 最 好 的 重复 性 请 不 要 惕 换 载体 两 性 电解 
质 的 品牌 。 
GS, FRY pH 梯度 可 提高 分 辨 率 ， 但 需要 时 间 也 
K: pH 梯度 范围 为 2 是 较 好 的 选择 56]。 
由 于 电源 和 族 了 胶 冷 却 系统 的 限制 ， 最 长 的 凝 胶 长 度 为 
8 一 10cm。 实 际 上 ， 分别 电 泳 凡 块 不 阿 pH 梯度 的 凝 胶 比 
只 电泳 - 块 较 长 凝 胶 效 果 和 更 好 [i。 
当 等 电 聚 焦 电 泳 时 间 很 长 时 〈《>3000V':h)， 由 于 载体 两 
性 电解 质 不 稳定 造成 的 阴极 漂移 将 成 为 并重 问题 。 表 极 
漂移 会 破坏 pH 梯度 ， 尤 其 是 pH8 以 上 的 梯度 。 为 克服 
EH, O Farrell 等 号 开发 了 一 种 较 短 时 间 (1600V - 
h) 完成 等 电 聚 焦 电 泳 的 技术 ， 即 非 乎 衡 pH 梯度 电泳 
(nonequilibrium pH gradient electrophoresis, NEPHGE), 
NEPHGE 可 在 高 pH HARARE, IRAE A fib 
用 来 测定 蛋白 质 等 电 点 。 
尿素 可 促进 蛋白 质 溶 解 ， 并 消除 和 蛋白质- 蛋白质 及 和 蛋白质 
- 脂 类 相互 作用 ， 可 增加 肾 焦 速度 和 提高 分 辨 率 ， 同 时 抑 
制 阴 极 潭 移 。 但 要 注意 变 狂 蛋白 质 的 等 电 点 可 能 同 天 然 
蛋白 有 上 所 差异 。 
若 蛋 和 白 溶液 中 含 SDS，、 可 加 人 屎 素 至 终 浓度 SM. TER 
浓度 的 尿素 下 、SDS 和 同 蛋 白质 的 相 丈 作用 极 小 。 
在 变性 液 中 常 加 入 2% NP-40 或 2% Triton X-100 以 保 
证 蛋白 质 (尤其 是 膜 蛋 白 ) sme 7. AMER 
推荐 使 用 如 CHAPS 和 Zwittergent3-14 等 两 性 离子 去 垢 
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Ñ. 

9) ERRER (50~500um) bb aS AIRE HR ERE E A 
优势 ， 因 为 高 电场 强度 和 更 佳 的 冷却 效果 使 聚焦 速度 更 
R, EE ERU, 

10) Pharmacia 公司 的 固 相 等 电 集 焦 凝 胶 在 pH4 — 7 范围 内 
fo Ye trag p PL. 

10 (ER PS AS FERE B RARE P, Eo T EG 
(之 750kd) 常 表现 异常 的 迁移 行为 ， 琼 脂 糖 凝 胶 或 琼脂 
糖 - 认 燃 酰胺 凝 胶 较 适用 高 分 子 量 蛋白 质 '1111。 

12) 考 马 斯 完整 染色 中 ，TCA 固定 后 用 含 0.25% SDS HZ 
BR. ABR. 水 (33:10: 57) TRIBUERE SERE 10 — 30min 
upj - 步 改善 染色 效果 。SIDS 同 载体 两 性 电解 质 结合 后 
可 更 好 她 去 除 载体 丙 必 电解质” o 


7.2 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 电 泳 
7.2.! 简 i 


固 机 pH 梯度 等 电 聚 焦 (immobilized pH gradients isoelectric 
focusing, IPGIEF) 3 80 年 代 建 立 起 来 的 一 种 新 型 等 电 聚 焦 技 
术 ， 其 所 出 的 介质 是 . - 些 具 有 弱酸 或 纶 址 性 质 的 丙烯 酰胺 衍生 
物 ， et) ES PEL E Rc A RL AR d A. A 
Pharmacia 公司 的 固定 化 电解 质 Cimmobiline) o 

国定 化 电解 质 … 端 的 双 键 可 以 在 聚合 中 共 价 结合 到 聚 两 志 醋 
胶 介 质 中 ;， 其 另 -- 端 的 R A SS AR RRM, ATER APH 
成 强酸 或 弱 碱 的 缓冲 体系 。 利 用 缓冲 体系 滴定 终点 附近 … 段 pH 
范 央 就 可 形成 近似 线性 的 pH 梯度 。 所 以 固 相 pH 梯度 与 载体 两 
性 电解 质 pH 梯度 的 区 别 在 于 前 者 的 分 子 不 是 两 性 分 六， 存 凝 胶 
Jp ROUEN, pH 梯度 ， 不 随 环境 电场 条 件 的 改变 而 改变 ; 后 者 
是 两 性 分 于 ， 在 电场 中 迁移 到 白 己 的 等 电 点 后 才 形 成 pH HE. 
IPGIEF 比 传统 的 IEE 基 有 更 高 的 分 辨 率 ， 更 大 的 上 样 量 。 其 分 
状 率 可 达 0.001ipH。 是 目前 分 辨 率 最 高 的 电泳 方法 之 一 [6 1。 
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7.2.2 dX 器 
Pharmacia 公司 IPG Phor 系统 
7.2.3 制备 等 电 聚 焦 凝 胶 


7.2.3.1 


试 Rm 


1) PS BERE 
2) XC PS HS BOE 
3) Immobiline [I 
4) RARER 
5) TEMED 


7.2.3.2 f$& F 液 
(1) DAR ERE BR (cU HR 


(2) 


(3 


w 


溶解 14.55g ARARA 0.45g N，N - 双 甲 叉 丙 烯 酰胺 
于 40ml WH KP, WE € € 50ml, 4C 可 保 
存 2 周 。 

Immobiline Il 

使 用 前 将 贮存 于 44 ~ 8'C 的 Immobiline IL 溶液 于 室温 
下 平衡 半 小 时 。 

固定 化 电解 质 的 选择 

疗 定 化 电解 质 可 分 成 酸性 和 碱 性 固定 化 电解 质 ， 分 别 含 
有 -个 弱 的 羧基 和 和 氨基。 商品 化 的 固定 化 电解 质 有 6 一 
7 种 ,但 实验 室 已 可 合成 不 同 pK AM AMR TED 
17 种 B1。 利 用 不 同 pK 国定 化 电解 质 的 组 合 可 配置 不 同 
pH 范围 的 凝 胶 ， 基 至 一 个 pH WH) 用 小 于 一 个 pH 
范围 (全 的 凝 胶 。 现 已 经 可 利用 计算 机 商业 软件 1， 
从 10 种 不 同 pK 的 固定 化 电解 质 中 选择 缓冲 离子 和 沉 
IM, Wit pH2.5~12 任意 宽 罕 范围 的 pH 配方 。 现 已 
有 多 种 pH 范围 商品 化 的 固 相 pH BERR HE. 
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7.2.3.3 d mE 


家 7.3 AWE T=5%, C- 39 KERR), ERE TR HOUR 
新 鲜 配 制 .通常 将 酸性 部 定 化 电解 质 作 为 重 液 ， 碱 性 画 定 化 电解 
质 作 为 轻 液 。 
表 7.3 Wis pH 梯度 凝 胶 配 方 


wo dk —— i TRE CHE) do QUIS) 
SB obl: LHR Tele Yer s 
滴定 固定 化 电解 大 ? ple "ond 
Pj Ms RA Y Dn is 1.25 i.25ml 
Hal OT? 2.1ml == 
A RAL FEF 7.5m 7.5nml 


+ 不 四 pH REIHE EI Jr A 09 BM s fn e i Rd. BURTA. 


若 要 提高 电泳 迷 度 ， 可 加 100901 载体 两 性 电解 质 。 
表 7.4 KA pH 梯度 配方 


酸性 次 液体 由 (pel) aE PAE TA BL Cul) 
0.2mol/ZL JM 4 (Ertt REI pK OG, 2molZL DAL AE (Ert fif Ii. pls 

3.6 4.6 6.2 7,0 8.5 93  pHilb — 3.6 4.6 6.2 7.0 8.5 9.3 
299 223 187 ee 3.5 -5 K = 242 310 465. aT 
509 YO 439 一 = e 4.U - 6.0 No S21 27b 一 — 722 
H5 240. 490 一 = c 4.5-6.5 -— S570 244 235 一 297 
69 428 4 一 一 = 8.0 - 7.0 = 4734 270 319 — 3220 
-- 450 354 113 一 一 528 1,8 A7 -— 236 287 284 一 

435 — 323 208 H 一 6.0 - 8.0 240 — 174 325 VY 一 

7| — 276 18 58 一 6.5-8.5 192 — 153 278 IM 一 
3449 — — 272 372 B45 7T.0~9.U 484 一 一 232 189 546 
664 一 一 445 226 348 7:89.58 207 一 一 925 139 346 
3990 一 一 344 355 OF 8.0-10.0 9 — 一 329 366 289 
587 110 450 — —- — 4.U - 7.0 302 738 LAL 269 — 876 
702 284 416 133 346 一 5.0- 8.0 ]75 123 13) 345 346 一 
73 — 42 93 34 90 5.0- 9.0 244 一 ol 449 237 225 
5R 一 一 398 IM 一 7.0 - [0.U V) — — 324 350 280 
S88 254 235 117 170 一 4.0 : 8.( — 884 360 142 334 288 
&30 882 2I8 138 798 122 58.0: 9.0 — 249 263 212 292 230 
OE — 273 243 260 282 6.0 NLU ou — 333 361 239 326 


S20 235 230 022 250 221 4.0- 9.0 147. 3424 360 296 7| 663 
S63 463 298 273 227 |27 $.0-10.0 21 59 34 420 310 273 
112 一 455 89 334 一 4.0—10.0 — — — li4 50 488 157 357 
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Fe PW) se RE RR 

1) 如 图 7.2 fH AR EIE ER. ERAT 

梯度 混合 器 的 腔 间 隅 和 流出 管 

的 夹 字 都 应 关闭 ; 

将 7.5ml (WERAK ii xg) 

Sek OPE) 注入 梯度 混合 器 

AU ERES ob tT FF E JH] BR, 

赶 去 腔 间 气泡 ， 再 关上 腔 间 

RY; 

将 同样 体积 的 重 液 注 人 梯度 混 

合 器 的 混合 腔 。 两 蓉 中 分 别 放 

人 同样 大 小 的 搅拌 子 。 (WT 

腔 放 人 补偿 棒 ， 此 时 两 腔 中 液 

面 应 相干 图 7.2 EA pH 梯度 

将 梯度 混合 器 置 于 磁力 搅拌 器 灌 胶 器 示意 图 

上 ， 将 流出 管 插入 灌 胶 模具 中 

央 。 梯 度 混合 器 的 出 中 与 流出 管 末端 高 度 应 相差 5cm, 

磁力 搅拌 器 转速 为 200 ~ 500r/min; 

BP RE PATA TEMED， 然 后 加 入 过 硫酸 铵 ,打开 流出 

管 的 光子 ， 当 酸 液 流 到 流出 管 的 -: 半 时 ， 打 开 准 间 阀 。 

PUR aT PRE, AUR RS RR A BAKE 

的 模具 中 ; 

灌注 完毕 后 ， 室 温 静 置 5~-20min (可 用 异 丙 醇 封 胶 ) F 

SOC 烘箱 中 除 合 。 灌 胶 后 ， 立 即 洗 净 梯 度 混 合 器 ， 以 免 

3 SE AE [e] B ; 

7) REAR tho WRA, RER, LIE, AR; 

8) HEER PR BG AA RKP (6x 10min 或 3x Ih), 2 
温 下 60 Ux /2 REE A MARA BM, 

9) 用 冷风 吹 胶 至 与 洗 胶 前 重 最 相差 小 于 096. 
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7.2.4 样品 制备 和 上 样 


WIF pH 梯度 等 电 聚 焦 的 样品 处 理 方 法 同 载体 两 性 电解 质 等 
电 聚 焦 的 样 间 处理 方 法 茜 本 相间 ,而 且 要 求 比 载体 两 性 电解 质 等 
V HS Fe EE an ub FA I. 中 于 pH MPR ARR P E 2 
定 ， 所 以 样品 中 的 盐 对 pH 梯度 影响 不 大 。 

固 相 pH RESE RRAN Ak Pik, E BKB 
KA. IN 于 每 个 蛋 锯 质 被 浓缩 在 其 等 电 点 位 置 ， 理 论 上 将 样品 加 
TEKER HIER A EY BE Bl ES R- 但 实际 操作 中 还 是 应 避免 
将 样 章 如 在 紧 靠 两 极 的 位 置 或 靠近 等 岂 点 的 位 置 。 


7.2.5 Sip HE E o 


以 Pharmacia 公司 IPG-Phor 系统 为 例 : 

D 打开 循环 水 浴 ， 设 园 冷 绪 温 度 为 10C ; 

2) 将 国 相 pH ERER BE o HD 5 OL, Pe EE YS A RZ 
lu] uf id EA idt AR 4 c8 eX A e ^C omn, A 
接触 良好 ; 

3) SIFRE ERARE O, pog HE AR pl 
A. wu TEA A. GEM. 

m7.5 电极 液 配方 


Bind LA He 3 
Te aA KY QUK 
0.3% - 1% 4 HERE EU ERI 0.390 — 1% RR PA YE dL AERE 
10m mol/L $$ Be Wm mol 1. $8 SUME 


Ci cf IH. pH BEI ERE Fo S dz Be; PAR Dd oR EDAD pH 梯度 
pH 18 t6 4 4 v PE Do A FR 
4) AGRE ALINE ERE Fs 
5) Mi e a or BEER RAP, HER A 
极 分 别 间 电 海 的 正 、 负 极 相连 ; 


6) 接 通电 源 ， 按 下 表 电 参 数 进行 聚焦 电泳 (25.25] 。 
表 7.6 双向 电泳 电 参 数 
"E (V) 电流 (mA) yẹ CW) 时 间 (h) 


"omm 300 1 | 1-4 
第 em 3500 5 10 12 - 16 
B gum 3500 2 5 2 


7.2.6 聚焦 后 处 理 
7.2.6.1 确定 pH 梯度 

固 相 pH 梯度 凝 胶 导 电 性 很 低 ， 无 法 像 载体 两 性 电解 质 凝 胶 
那样 利用 电极 测定 pH。 对 宽 范 围 的 固 相 pH 梯度 可 利用 等 电 点 
标准 品 来 测定 ; ESCH pH 梯度 可 依据 其 pH 范围 根据 线性 关 
系 推算 pH 值 及 和 蛋白质 等 电 点 ， 
7.2.6.2 ” 凝 胶 的 后 续 处 理 


凝 胶 的 固定 ， 染 色 (SIKERRE, RE, KREEG), 
干燥 ,保存 均 可 参照 其 他 章节 方法 进行 。 


7.2.7 讨 论 
7.2.7.1 EH pH 梯度 的 优 缺 点 

BAH pH 梯度 可 罕 至 pH0.1 的 范围 ， 因 此 其 分 辩 挛 极 高 ， 可 
ik 0.001pH; pH 梯度 稳定 ， 不 漂移 ; 灵活 性 大 ， 可 随意 选择 pH 
梯度 和 斜率 ; 重复 性 好 ; 加 样 容量 大 ; 样品 中 盐 的 干扰 小 ; 对 碱 
性 蛋白 质 也 能 很 好 地 分 离 ; 无 边缘 效应 ， 故 可 用 很 窄 的 胶 条 Cu 
Duc R 
MOERORE AE. CRRA RARER, BAN, 
Pate. AWE pH 测定 困难 ， 只 能 计算 。 
7.2.7.2 pH 范围 的 选择 

固 相 pH 梯度 分 辩 率 高 ， 故 使 用 于 窄 pH 范围 的 分 离 。 对 未 
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ARS ty WEAR pH TES BS d CE FE iD. EK Sg HOS 
电 点 位 置 ， nt pH 梯度 凝 胶 精 确 分 离 。 对 复杂 成 分 样品 和 
DOANE TRAY aS -- 相 ,应 采用 宽 范 围 的 固 相 pH Hi BE BE RE o 


7.2.7.5 ”蛋白质 的 可 溶性 和 添加 剂 


IAHI pH 梯度 等 电 聚 焦 时 .样品 的 处 理 方 法 辐 载 体 两 性 电解 
质 等 出 聚焦 方法 人 致 相 癌 ， 战 至 沉 求 比 后 者 还 低 。 但 -一 些 蛋 白质 
串 溶 性 很 低 ， 或 在 接近 等 电 点 时 可 溶性 很 低 ， 此 时 必须 使 用 增加 
吓 溶 性 的 漆 加 齐 ， 如 载体 两 性 电解 质 、 尿 素 、 去 垢 剂 等 提高 分 离 
效果 。 膜 蛋白 等 电 聚 焦 时 ， 样 品 和 次 胶 中 加 入 载体 两 性 电解 质 可 
M mse ae ay a y EU, 535b, WAR pH A IE BER TI A FAR 
重新 水 化 ， 所 以 添加 剂 ， 包 括 尿素 、 去 垢 剂 、 载 体 两 性 电解 质 等 
n] (efe Moe il ALIS. 


7.3 双向 凝 胶 电 泳 
7.3.1 简 介 

FS ship A oy rt aK A ABA SS = cn Fy pr RE ECR PR IE HL HER 
pH 梯度 或 图 相 pH 梯度 )， 第 二 向 为 梯度 SDS-PAGE 电泳 ， 即 将 
靠山 肾 焦 的 胺 条 或 管状 凝 胶 放 在 SDS-PAGE HER 1-48 3 E E A 
分 下 是 进 行 电泳 分 离 ?' 吕 1 样品 经 过 电荷 和 质量 两 次 分 离 后 ， 得 
划 等 电 点 和 分 子 量 的 信息 ， 电 沪 的 结果 不 是 条 带 ， 而 是 点 。 依据 
第 一 向 电泳 的 其 别 ， 又 可 分 成 载体 两 性 电解 质 pH 梯度 为 第 一 身 
的 双生 电泳 和 辕 相 pH 梯度 为 第 -- 向 的 双向 电泳 。 

第 二 向 SDS-PAGE 前 应 将 等 电 聚 焦 凝 胶 在 SDS 溶液 中 预先 
平衡 ， 


7.3.2 dX 器 
MS NE AA E BUR AE 


7.3.3 


操作 步骤 


7.3.3.1. 载体 两 性 电解 质 pH 梯度 为 第 一 向 的 双向 电泳 
《1) 甘油 


(2) 


2.5 3 ZF 

SDS 

Tris 

SDS-PAGE 所 需 试 剂 见 第 五 章 
工作 溶液 

20% SDS 

Imol/L Tris-HCl 


(3) 步骤 


1) 


2) 
3) 


4) 


苦 等 电 聚 焦 后 立即 进行 第 二 向 电泳 ， 可 在 灌 制 等 电 聚 焦 
BE BEAT psp uid SDS XE N EAR ERE (1.0 或 1.Smm)， 
此 时 不 必 插 入 梳子 ， 而 以 0.5em 水 封 盖 胶 面 。 等 电 聚 焦 
凝 胶 也 可 冷冻 保存 ， 再 进行 第 -二 向 电泳 。 

如 上 所 述 进行 第 一 向 等 电 聚 焦 电 泳 。 

Sp RE, WE 0.5cm YS e R EE AR A TE di 


中 。 

平衡， 

平衡 液 (100ml) 

2-3 5k £L BS: 5ml 596 

Imol/L Tris-HCl (pH6.8) — 6.25ml 62.5mmol/L 
2096 SDS 11.5ml 2.396 

甘油 {Om 10% 


WA RB K £ 100m! - 

a. 将 平衡 缓冲 液 加 和 人 放 有 等 电 聚 焦 胶 条 的 容器 中 ; 

b. 平衡 15~30min; 

c. 平衡 好 的 胶 条 可 立即 放置 于 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胺 上 进 
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行 第 二 向 电泳 或 于 - 80€ ERE. 
5) 第 二 向 电泳 ; 

a. V E aT. SDS 聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 上 的 水 ; 

b. MA BRR 〈 见 第 五 章 ); 

c. 戴 手 套 小 心 将 等 电 聚焦 胶 条 放置 于 SDS RRR 
胶 上 ， 防 止 气泡 产生 ， 并 注意 等 电 聚 焦 胶 条 的 酸 侧 及 
碱 侧 ; 

d. 参照 第 五 章 进行 电泳 和 染色 。 典 型 的 双向 电泳 结果 如 
图 7.3 所 示 。 


07.3 ”大肠 杆菌 粗 提 物 的 双向 电泳 结果 【 考 马 斯 亮 蓝 
染色 )。 水 平 向 为 Smol/L 尿素 存在 下 的 pH4 一 7 的 等 电 
RMBK, 9935 SDS-PAGE (3 引 自 文献 [20]) 


7.3.3.2 Bi pH 梯度 为 第 一 向 的 双向 电泳 


(1) 工作 溶液 
。 RER 
尿素 2.7g 
Triton X-100 0.1ml 


PRELB (3X — BERE 100mg) 0. 1ml 
Ph PA PERRA E pH3— 10 0. 1ml 
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(2) 


PMSF (phenylmethansulfonyl fluoride) — 7g 


RAIA EAS 5mo 

FE m 

尿素 5.4g 

8- 琉 基 乙 醇 (或 二 硫 苏 糖 醇 100mg) 0.2ml 
载体 两 性 电解 质 pH3 ~ 10 0.2ml 
Triton 0.05mi 


I> VF i, FRR OK Re EA lm fe 
-20C FAR 2 7A. 
泡 胀 液 《〈 重 新 水 化 液 ) 


尿素 9.6g 

Triton 0.1ml 
载体 两 性 电解 质 pH3 ~ 10 0.1ml 
二 硫 苏 糖 醇 40mg 


MHKRR SERS 20ml， 当 天 新 鲜 配 制 。 为 了 观察 
胶 条 的 泡 胀 ， 加 少许 Orange G 或 溴 酚 蓝 。 

平衡 液 

Imol/L Tris-HCl (pH6.8) 

(6. 1gTris 溶解 于 30ml R28 7K P, FA tmol/L RCI 33] € 


pH6.8, MAKE 100ml) 20ml 
尿素 7.2g 
甘油 6ml 
SDS 200mg 


Ji A RK ZF 100ml。 

每 10ml 平 衡 液 加 25 ~ 00mg 二 硫 苏 糖 醇 《取决 于 样 

in) 作为 第 一 步 平 衡 液 ; 每 10ml 平衡 液 加 0.45g WZ 

酰胺 作为 第 一 步 平衡 液 . 

凝 胶 的 重新 水 化 

作为 双向 电泳 的 第 一 向 的 固 相 pH RB EE SERIE nj AED. 

尿素 ， 去 垢 剂 ， 载 体 两 性 电解 质 等 ， 不 能 长 期 保存 ， 故 
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通常 制 成 干 胶 。 十 胶 必 须 用 含有 这 些 成 分 的 水 化 溶液 重 
新 泡 胀 。 将 十 胶 条 于 室温 下 平衡 一 段 时 间 后 ， 二 新 鲜 配 
制 的 泡 胀 滚 中 重新 水 化 凝 胶 ， 通 常 需 泡 胀 过 夜 。 
样品 处 理 和 加 样 
可 洲 性 样品 ， 如 体液 ， 细 契 或 组 织 提取 液 可 直接 用 于 双 
Wek. 如 有 需要， 可 用 腊 解 液 裂解 .然后 用 至 少 4 倍 
(ARLE S RA I LI RE a, AR A A Eh 
SDS， 应 用 更 高 比例 的 样品 液 溶解 。 
(4) FIBRE 
参见 本 章 固 相 pH 梯度 等 电 肾 焦 电 泳 方法 。 
(5) 平衡 
hm np AAS YU GO 7 BOT 保存 达 用 个 月 Te 
anii Lk, RAB ER o 6r lOmin, 
HTE r eR p TÉ 10min， 用 潮湿 的 滤纸 吸 二 多 
AT dd 
(6) 第 .向 电泳 
参见 第 五 章 配 制 台 适 的 SIS BRN HS RE. 
dion SENIUM OST. MT SOS BER, Wi 
^er. 为 以 后 分 子 量 测定 ,在 SDS AERE --im ME 
EL RC Y RE o 
参见 第 五 章 进 行 SDS 电泳 和 染色 。 


(3 


— 


7.3.4 ij É 


D HEU HN ar SUE Seu AU PR EO AR E ICT. duds 
现 这 种 情况 可不 用 堆积 胶 . 

2) 第 二 癌 (SDS-PAGE) 中 的 纹理 现象 (streaking) 通常 是 
由 主 第 向 凝 胶 的 平衡 不 充分 ， 或 第 二 向 电泳 时 Tris 组 
冲 能 力 不 足 造成 的 ， 银 染 时 ， 2- 绕 其 乙醇 也 可 造成 纹 弄 
现象 。 

3) 为 了 在 第 二 向 电泳 中 吉 人 蛋白 质 分 子 量 标 准 ， 应 将 蛋白 
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4) 


5 


— 


6 


— 


7) 


质 分 子 量 标准 埋 入 含 0.02% 省 酚 蓝 的 1% 琼 脂 糖 胶 栓 中 。 
胶 栓 应 在 直径 适当 的 管 中 制 成 。 将 胶 栓 切 成 0.5 一 1.0cm 
的 小 片 ， 每 片 含 蛋 白质 分 子 量 标准 5~ 10pg 较 适 中 ， 该 
胶 栓 小 片 可 冷冻 保存 。 第 二 向 电泳 前 ， 将 胶 栓 小 片 放 置 
于 SDS XER B5 — 355 o 

ERR P CE He FEE ST nr T E ER EH RUE EE IER, TE 
酸性 条 件 沉淀 并 可 被 染色 。 所 以 等 电 聚 焦 后 的 固定 步骤 
以 去 除 载体 两 性 电解 质 对 于 降低 染色 背景 至 关 重 要 ; 但 
EBER Pi Km [8] PSI Xe BT RE SE ER ER ED ER ph DE e n E 
洗 脱出 来 ， 这 会 导致 整个 实验 的 重复 性 很 差 . 

其 他 的 双向 电泳 系统 也 被 用 来 分 离 某 些 特殊 类 型 的 蛋白 
Ki, Sinclair 和 Rickwood 详细 讨论 了 用 于 分 离 核糖 体 和 蛋 
白 ， 组 蛋白 和 其 他 核 蛋 白 的 双向 电泳 系统 [21]。 

传统 的 载体 两 性 电解 质 为 第 -- 向 的 双向 电泳 通常 采用 垂 
直板 电泳 方式 ， 而 现在 的 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 为 第 一 
向 的 双向 电泳 通常 采用 水 平 电泳 方式 。 水平 电泳 不 仅 操 
作 方 便 ， 同 时 ， 水 平 电泳 在 分 辩 率 ， 点 的 大 小 和 分 布 方 
面 明显 优 于 垂直 电泳 ?1。 

等 电 聚 焦 也 可 达到 制备 规模 的 蛋白 质 分 离 ， 同 分 析 型 的 
等 电 聚 焦 原 理 相 同 ， 遇 到 的 问题 也 大 局 小 异 。 现 常 采用 
=A sy A FEA a EE, DAAE EE Be EH. 
ADTOGCSSE MLERBU Bl fe erp A PE. GRR Ra ERA 
lg， 某 些 系统 可 在 ih 内 完成 这 样 数量 的 分 离 。 有 关 的 方 
法 和 操作 请 参见 [!6.041。 
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第 八 章 ”和 蛋白质 的 毛细 
管 电泳 分 析 


8.1 引 言 


电泳 是 荷 电 物质 【高 子 ) 在 电场 中 内 受 吸引 或 排 床 而 引起 的 
Fee I. 1937 E, Tiselius 将 其 发 展 成 为 -种 分 离 技术 .尽管 
ABC AR HE Hse HLL DK Je REA oP BR AZ. 供 存 在 分 析 时 间 
IS, CREDI Ae Re AE) HE [nj R-AK Ae E 
SLAF x Eq FEE Ey ADK SP SE. ci AE A OA E BAT HE 
HIH, BER or ANTE EA. (c EST, DRT ET A R 
(或 于 管 ) DK, ty E AAG R hI BER Hr PR 

1967 IE, Hjerten WE T JEFE ox s WIDE. m Bt FL 
ERA AE FLIE EMI, Hjerten 使 采用 使 毛细 管 绕 共 纵 轴 
旋转 的 方式 来 削弱 对 流 造 成 的 影响 后 来 Virtanen 和 以 后 的 
Mikkers 则 分 别 利用 内 径 大 约 为 200 POR E E R N RK PO SL Za T 
itir SEAN KSI. 

[981 年 Jorgenson A! Lukacs RIH 7Spem HE EIG ABE XC 
Poi ROR oy Buca er TE ER AALA AR, 1:599 P Giddings Pl 
E HOM IUE RS 分 离 ; 并 提出 操作 参数 与 分 离 度 之 间 的 关 
系 ， 葛 定 了 毛细 管区 带电 泳 的 理论 基础 ，20 世纪 WEAK. Mi 
T ei i (EE A EK ed ik, FEARS CI Re C» 
BL ARES] 8.1)。 

CA ski EE AEE ee (ND 10 — 1000. AE BIS D] 
hi, OT ATR RUE GUB EE, RALL, dE ics 
(E. ERR A Eb fE, WEIER ui] HPLC 并 补 的 分 析 技 术 . 
TEE iy ELE ORAL os Ht 7 REO Iz aT 
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从 对 标准 样品 混合 物 的 初步 优化 研究 朝 着 应 用 方向 发 展 。 如 定量 
测定 重组 蛋白 及 其 污染 物 ，CEAMS 用 于 蛋白 质 的 表征 ，CE- 免 
疫 分 析 ， 配 体 -生物 分 子 结合 研究 以 及 酶 活性 分 析 ? -4]。 在 基因 
工程 、 生 化 、 临 床 、 天 然 产 物 的 分 析 方 面 已 得 到 了 较 广 泛 的 应 
用 ,成 为 基因 工程 领域 中 对 重组 蛋白 生产 的 监控 、 下 游 处 理 和 最 
终 产物 分 析 的 最 有 联 引 力 的 技术 之 一 。 在 临床 化 学 上 用 于 内 源 性 
肽 的 分 离 、 血 红 和 蛋白 病 诊断 等 。 在 食品 分 析 中 用 于 奶 重 白 、 大 豆 
水 解 产 物 等 的 分 析 。 


(m AA =} 


ltrs 


- ice fa 


EM S 


电极 [+) 
PEM 


H EA 


(ins Eg n 


组 冲 液 


Hs.1 毛细 管 电泳 装置 示意 图 


8.2 影响 分 离 效 率 的 几 个 因素 


EHA, PR, B2. 电 迁 移 扩 展 和 样品 同 管 辟 的 作用 是 电 
泳 中 伴随 的 玫 种 重要 现象 . 扩散 效应 碱 小 了 毛细 管 电泳 的 分 辨 能 
Jj. fIERR EEG (Ee LIE A), HERE EE. pH. SEHE. BRE 
A A RH d. (Lx Red A A R PH FR HG DC DOE UR 
dd. Jos Hit. ARS LAUR RAT AR, BRAE 
从 电泳 中 消除 。 电 迁移 扩散 是 … 种 非 稳 态 迁移 ， 是 由 样品 离子 的 
有 效 消 度 与 背 蘑 电解 质 满 度 不 匹配 引起 的 ， 半 然 这 种 效应 经 常山 
现 ， 相 对 十 其 他 扩散 效应 来 说 则 较 小 ， 还 被 用 于 样 名 浓缩 以 提高 
分 析 的 灵敏 度 ， 扎 细 答 内 的 电 渗 、 样 品 同 管 壁 的 吸 奉 作用 则 是 成 
功 进行 电泳 分 析 首 先 此 解决 的 两 个 相互 关联 问题 。 

毛细 管 趾 的 电 渗 流 的 流 形 是 平坦 的 ， 电 渗流 与 柱 内 径 没 有 关 
系 ， 它 沿 毛 细 管 均 -化 地 输 运 整个 柱 内 的 液体 ， 对 分 离 区 带 的 扩 
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Rete fy DR. (AIFS ARF BBR A Be, FREY TEE 
We BSP PAT, EVR BE Ba BY OE TK gei, a 
区 域 涡 流 ， 在 毛细 管内 产生 非 平衡 电 渗流 、 对 分 离 区 带 的 扩散 、 
分 岗 和 运行 的 重复 性 产生 重要 影响 。 采 用 化 学 方法 如 制备 管 壁 印 
态 涂 层 或 永久 涂 层 ， 物 理 方法 有 磁 榨 法 和 史 棕 法 ， 通 过 改变 管 羽 
志 面 的 电荷 分 布 来 控制 电 渗 的 人 小舟 方 回 。 

末 处 理 过 的 毛细 管内 壁 表 而 带 有 离 了 化 基 团 ， PARETE 
3| Fac fe AS, FAA Ar it -ATERA S 
JW. RRHERISETURIIS A. Rok. UNAM EAT X 
PAS BRR RAR TED P. ix HE TENTIA T A SE 
KAMAE ST, ATRMPEW TER TSECUEOHGERB TAS REGIE 
Wiki PASTA, CSESORISUEISRRUPR TE, HE 
E AE TAS BE AT, Se A RT APE AK FR 未 
fit 3 R3 Y dk uo np EE db cp TZ nk mE. a RE FE s DEI FE ii- 
样品 作 几 在 涂 壁 毛细 管 中 也 存在 。 吸 附 刘 管 辟 上 的 物质 上 改变 了 双 
h, WRTB -BAR 、 分 离 度 和 样 癌 损失 、 迁 移 时 河 不 重复 
以 及 额外 的 样品 扩散 。 通 常 采用 偏 酸 或 依 碱 的 缓冲 系统 ， 使 硅 冯 
其 不 解 离 或 使 蛋白 都 带 在 与 管 壁 同样 的 负电 荷 ， 产 后 静电 排斥 米 
抑制 吸附 ; 也 可 以 在 样品 中 加 和 人 竞争 性 吸附 剂 来 减少 这 种 效应 。 
毛细 管内 壁 的 改 性 是 解决 这 -问题 的 有 效 手 段 ， 制 备 吸附 涂 层 或 
键 合 涂 居 来 消除 蛋 外 质 的 吸附 ， 同 时 也 收 变 电 渗 或 消除 电 滩 。 

对 恤 白 与 毛细 管 壁 的 研究 还 表明 ， 带 正 电荷 离子 的 吸附 主要 
出 现在 毛细 管 的 进口 端 ， 由 此 在 柱 内 产生 非 均 -- 电 位 的 轴 阿 分 
fie Ebar, REETA EE MAE pH 条件 下 ， 涂 层 的 
降解 训 能 优先 出 现在 毛细 管 未 端 ， 暴 露 的 未 涂 团 的 硅胶 表面 可 能 
是 造成 峰 形 较 益 和 产后 电 渗 的 原因 ， 动 态 涂 履 轩 基 纤维 素 能 够 改 
进 毛细 管 的 性 能 。 

另外 蛋白 质 的 微 不 均一 性 、 蛋 白质 之 间 汉 及 蛋白 质 与 其 他 大 
分 子 之 间 的 相互 作用 和 缓慢 的 动力 学 构 复 变化 也 是 上 峰 展 宽 的 原 
因 。 电 泳 缓冲 液 的 pH、 离子 强度 、 变 性 剂 的 浓度 和 温度 的 变化 
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8.3 柱 制备 技术 
8.3.1 BARE 


虽然 采用 各 种 缓冲 液 添 加 剂 能 够 有 效 减 小 蛋白 吸附 ， 涂 层 柱 
因 其 使 用 寿命 长 、 缓 冲 系统 和 pH 选择 范围 宽 以 及 具有 更 高 的 柱 
效 而 得 到 重视 。 通 常 采用 两 步 法 制备 化 学 键 合 相 涂 层 柱 ， 首 先 将 
双 功 能 团 试剂 引入 石英 毛细 管内 壁 ， 然 后 单 体 再 向 亚 居 的 不 饱和 
功能 团 共 聚 或 者 在 剩余 的 一 个 功能 团 上 接 枝 聚 合 物 或 其 他 基 团 。 
毛细 管内 壁 键 合 线性 聚 丙烯 酰胺 代表 了 -一 种 最 早 也 是 较为 成 功 的 
方法 ， 所 用 的 双 功 能 团 试 鹿 有 y- 甲 基 夫 烯 基 氧 责 基 三 甲 氧 基 硅 
烧 、Y- 缩 水 甘油 配 基 丙 基 三 甲 氧 要 硅烷 、 氨 丙 基 三 乙 氧 基 硅 煤 、 
乙烯 丙 基 聚 乙 二 醇 20Mt5~!!i。 所 形成 的 亚 层 的 稳定 性 取决 于 毛 
细 管 表面 的 硅 羟 基 的 均一 性 分 布 、 羟 基 化 程度 和 形成 的 硅烷 化 物 
的 内 在 稳定 性 ， 较 大 或 长 链 的 烷 基 基 团 表 现 出 对 抗 酸 水 解 的 高 稳 
定性 。 与 Si-O-Si-C 相 比 ，Si-C 键 则 相对 稳定 得 多 ,可 采用 格 氏 
反应 来 制备 Si-C 键 亚 层 。 丙 烯 酰胺 是 常用 于 同 亚 层 共聚 的 单 体 ， 
丙烯 酰胺 基 乙 氧 基 乙 醇 形成 的 聚合 物 涂 层 柱 的 稳定 性 要 比 常规 的 
PMR KP, BAH AH B UE TE I. 

另 一 种 制备 亚 层 和 涂 层 的 简单 方法 是 溶胶 技术 ， 烷 氧 基 硅烷 
在 酸 或 碱 催化 下 形成 寡 聚 分 子 或 胶体 ， 引 和 毛细管 后 经 加 热 缩合 
形成 三 维 网 状 结构 ， 形 成 的 聚合 物 亚 层 不 受 石英 毛细 管 表面 的 影 
Wd. Guo 等 人 用 3- 氨 丙 基 三 乙 氧 基 硅烷 的 溶胶 溶液 ， 制 备 出 了 稳 
定 的 氨基 硅胶 涂 层 柱 ， 在 pH<6 时 电 渗 流 发 生 反 转 ， 可 用 于 碱 
性 蛋白 的 分 离 。 


8.3.2 吸附 涂 层 


采用 物理 吸附 的 方法 来 制备 涂 层 柱 相 对 来 说 比较 简单 ， 热 固 
化 PVA 形成 的 永久 涂 层 能 有 效 地 抑制 电 渗 ， 使 用 范围 较 宽 ， 是 
一 种 较 好 的 涂 层 材料 。 聚 合 物 也 可 吸附 于 街 生化 的 石英 表面 上 ， 
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Ng 等 人 制备 了 PEO-PPO-PEO 共聚 物 深层 柱 ， 用 -二 甲 基 硅 烷 衍 
生化 的 亚 层 效果 较 好 。 


8.4 不 同 分 离 条 件 的 影响 


和 毛细管 电 泳 中 背景 电解 质 的 组 成 对 选择 性 和 杆 效 非常 重要 ， 
通过 改变 缓冲 系统 的 PH、 配 位 作用 各 溶 


MC tg 剂 效 应 可 以 达到 选择 性 分 离 的 目的 。 在 
ca lh gave Mu EEG. WT 
| 
| | d. BRKE SIEA FE RE dE AR ap 


| | 强度 、 比 电导 以 及 热 消 散 。Everaerts 38 


管 由 泳 的 分 离 性 能 ， 这 种 烷 基 磺 酸 类 组 
冲 液 具有 缓冲 容量 高 ， 比 电导 低 的 特点 ， 
ail (e "T" (分 ) 热 致 区 带 展 宽 较 小 Hjerten 等 人 设计 的 
-类 具有 高 分 子 量 低 电 茶 的 低 电 导 缓 冲 
液 能 用 于 快速 高 分 辨 分 离 ， 在 2000V /em 
场 强 下 的 分 离 度 与 330V /cm 时 相同 "2 


| HE. 但 使 用 Good 类 缓冲 液 能 够 改进 毛细 


图 8.2 毛细 管区 带电 泳 
分 离 几 种 标准 蛋白 


CWI 8.2)。 

采用 不 加 的 梯度 技术 ， 施 加 外 部 电场 等 也 能 达到 动态 控制 的 
日 的 。 利 用 电 渗 流 系数 、 样 品 消 度 .缓冲 液 的 蒜 度 以 及 场 强 变 化 
A. SRB RE AS SD ee. SARE PTET TB). 减 小 谱 带 展 宽 。 


8.5 毛细 管 电泳 检测 器 


在 毛细 管 电 泳 分 析 中 ， 虽然 只 需要 纳 升 的 样品 ， 人 得 它 并 不 是 

MIR RRJ ITR, Hiii FE FI Y Ht e e ax HB PIER JE AL 
紫外 - | 
的 检测 方式 ， 激 光 少 导 荧光 检测 是 灵敏 度 最 高 的 -种 方式 ， 可 以 
{REIL PSP RIEN CE-MS RWT. MALDI 电离 
方式 的 质量 炙 敏 度 为 pmol~ fmol 水 平 ， 绰 白质 的 浓度 灵敏 度 在 
jtg/ml 级 。 以 下 所 例 为 各 种 检测 方式 的 一 些 特点 。 
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8.1 各 种 检测 方式 的 特点 
质量 检测 限 浓度 检测 限 


检测 方式 (mol) (nol) 忧 缺点 

紫外 -可 和 见 光 吸收 10 c! (qo 5078. 接近 通用 型 
二 级 管 阵列 可 以 给 出 光谱 信息 

荧光 0005 7 4977? Az A 
常常 需要 样品 衍生 化 

ee m A. Ur PE 

激光 诱导 荧光 10 get 和 
Et 

“质谱 10 * wf * 其 敏 ,可 以 给 出 结构 信息 、 


CE 和 MS 的 接 由 复杂 
图 色散 、 喇 总 光谱 等 


假定 进 样 体积 为 IOnl 


8.6 实验 操作 
8.6.1 实验 步骤 


典型 的 HPCE 的 实验 ，-: 般 包括 以 下 几 个 步骤 : 
D 毛细 管 电 泳 柱 的 制备 ， 清洗 、 反 应 与 柱 平衡 ; 
2) 移 开 进 样 端的 缓冲 溶液 池 ， 换 上 样品 管 ; 

3) 使 用 低压 或 电 迁 移 方式 进 样 ; 

4) 再 换 上 缓冲 溶液 池 ， 

5) 施加 分 离 所 需 的 电压 ， 进 行 电泳 分 析 。 


8.6.2 操作 条 件 选择 


(D HR 
最 常用 的 为 内 径 为 25 —75um 熔融 石英 毛细 管 ， 从 分 析 时 间 
上 考虑 ， 毛 细 管 应 尽 可 能 得 短 ， 常 用 的 有 效 长 度 〔 进 样 端 至 检测 
窗 之 间 的 距离 ) 为 20— 50cm. 
(2) 高 压 电源 
HPCE 所 用 的 高 压 电源 要 能 提供 30kV 的 直流 电压 和 200 ~ 
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300&A 的 电流 。 欲 获得 了 迁移 时 间 的 高 重 现 性 ， 须 使 电压 稳定 在 
40.1% ,电源 极 性 应 能 切换 。 恒 迁 方 式 最 为 常用 ， 当 进行 等 速 电 
泳 或 温度 不 能 很 好 控制 时 ， 则 应 柔 四 恒 流 或 己 功 率 方 式 ， 从 面 获 
得 恒定 的 迁移 时 间 。 

(3) 温度 控制 

由 十 进 样 和 迁移 时 间 决 定 于 溶液 的 茜 度 ， 应 将 温度 控制 在 
LOLI ,这 对 于 操作 的 重 现 性 是 很 重要 的 ， 采 用 液体 恒温 较 气 体 
恒温 更 为 有 效 。 

(4) 进 样 量 

样品 区 带 长 度 应 该 小 于 毛细 管 长 度 的 1% —- 296, 样品 超载 
会 使 峰 变 宽 ， 峰 有 形 酶 变 。 

(5) 进 样 方式 

采用 流体 力学 的 方式 ， 进 样 量 基本 不 受 样品 基质 的 影响 ; 电 
迁移 进 样 时 ， 进 样 昌 决定 于 钳 -- 个 组 分 的 电泳 消 组 ， 应 注意 野 视 
效应 带 来 的 影响 。 

(6) 样品 预 浓缩 

在 等 速 电泳 和 等 电 聚 焦 分 析 中 ， 样 品 在 稳 态 时 可 被 浓缩 许多 
音 ， 有 利于 紫外 检测 分 析 ， 但 在 毛细 管区 带电 泳 中 ， 样 品 区 带 会 
展 宽 ， 因 此 常 需要 采用 样品 堆积 、 等 速 电泳 和 色谱 法 ,通过 对 低 
纪 导 介质 的 电动 进 样 或 压力 进 样 来 达到 样 晶 堆积 的 目的 。 非 连续 
的 缓冲 系统 被 用 于 柱 上 低 浓度 样品 的 浓缩 ， 进 样 体积 较 常 规 方 法 
要 大 30 倍 。 采 用 整个 毛细 管 进 样 技 术 ， 样品 可 以 浓缩 400 — 
1000 fit. 

BRE ZS 25 vc tB DK PAR ABE aT S HI oe 6 Aer D HL AER REL. tE 
可 以 在 样品 中 补充 高 消 度 的 与 分 离 的 样品 电荷 符号 相同 的 离子 
(ceo-ion)， 而 电解 质 的 同 号 离子 具有 低 消 度 ， 在 电 湾 过 程 中 ， 由 
等 速 电泳 模式 逐渐 转变 为 区 带电 泳 模式 。 

色谱 法 预 浓 编 是 先 将 样品 捕 集 下 一 反 相 或 亲 和 填 料 ， 然 后 用 
少量 溶剂 洗 陪 下来， 同时 使 样品 得 到 净化 ， 如 蛋白 G 和 结合 亚 
腔 二 乙酸 金属 整合 功能 团 的 固定 相 。 采 用 很 低 浓 度 的 缓冲 液 和 孔 
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盐分 同时 被 脱 除 ， 可 适用 于 少量 样品 的 处 理 。 


8.6.3 毛细 管区 带电 沪 


毛细 管区 带电 泳 (CZE) 也 称 为 毛细 管 自由 溶液 区 带电 泳 ， 
从 称 为 毛细 管 自由 溶液 电泳 可 能 末 恰 当 一 些 。 它 是 毛细 管 电泳 中 
应 用 最 广 也 是 最 简单 的 -- 种 分 离 模式 。 在 操作 时 ， 毛 细 管 内 充 入 
缓冲 溶液 ， 溶 质 因 迁延 移 率 不 同 ， 在 电场 作用 下 形成 分 立 的 区 带 
ij #33 Fl 5} BS s 

PEKA t ok ^ AK UC [ob dc SS ER oh 
的 pH. RE. Rib, SE vbi IA DAE. ZO. mm 
如 ZnSO, VA RE AA ABBE BED BS, FPR RI AD PETERS T. S 
FRA). 、 离 液 剂 (chaotropic agents) ARR RRNA AA 
时 也 很 有 效 、 低 离子 强度 缓冲 液 能 增 大 消 度 的 差异 ， 高 离子 强度 
则 相反 。 对 十 那些 分 了 结构 非常 相似 、 荷 质 比 差异 非常 小 的 肽 的 
分 离 。 胶 束 电 动 色谱 法 是 -… 较 好 选择 、 

对 于 未 知 重 白 样 而 的 分 析 ， 应 在 不 同 的 pH 下 进行 研究 ， 背 
S f ag pH 不 乾 接 近 恒 外 的 等 电 点 ， 以 避免 柚 白 沉淀 和 使 迁 
移 时 间 延 长 黄种 不 利 情况 ,但 这 也 不 尽 然 ， 有 时 在 接近 等 电 点 的 
pH 下 分 离 ， 各 组 分 的 差异 增 大 。 看 pHS~10 范围 内 ,采用 
0. Smol/L. 磷酸 缓冲 液 对 标准 蛋白 的 分 离 ， 结 果 表 明 小 孔径 短 柱 
对 王波 自 质 的 快速 分 析 非 常 适用 ， 在 高 离子 强度 下 蛋白 质 的 迁移 
上 时间 并 不 常 是 等 电 点 的 可 预测 的 函数 。 对 毛细 管内 径 向 pH 梯度 
影响 的 研究 表明 ， 毛 细 管 管 豆 的 pH BRA MAM pH 低 两 个 单 
立 ， 如 果 体 相 的 pH 稍 高 于 样品 的 等 电 点 ， 靠 近 管 壁 时 样品 带 正 
电荷 ， 会 造成 峰 拖 尾 甚至 完全 吸附 ， 可 通过 提高 缓冲 液 的 离子 强 
度 来 减 小 这 -一 pH 梯度 效应 。 


8.6.3.1 操作 中 应 注意 的 问题 


1) 所 有 样品 组 分 均 要 溶 于 缓冲 液 中 ， 当 样品 溶液 和 运行 组 
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冲 液 不 同时 ， 这 种 要 求 特别 重要 。 
2) 采用 涂 溃 柱 或 不 回 的 缓冲 液 添加 剂 抑制 管 壁 吸 附 或 其 他 
相互 作用 。 
3) 先 根 据 电 压 - 电 流 曲线 ， 以 选择 较 佳 的 操 镍 电压， 偏离 线 
性 段 的 电压 不 是 最 佳 电 压 。 
用 缓冲 液 组 成 (或 pH 及 添加 剂 浓 度 等 ) 对 消 度 作 图 以 
选择 最 佳 的 缓冲 液体 系 。 
缓冲 液 的 损耗 会 导致 消 度 和 电 渗 的 变化 ， 对 这 一 影响 的 
敏感 与 否 视 溶质 而 异 ， 袜 经 常 更 换 缓冲 液 ， 其 频率 可 根 
据 实验 确定 。 
样 贞 和 缓冲 液 容器 均 要 加 羡 ， 如 果 有 渔 控 装置 应 降低 进 
样 温度 ， 在 使 用 有 机 溶剂 时 权 特 别 注意 蒸发 问题 。 
控制 样品 溶液 的 离子 强度 ,样品 溶液 的 电导 率 《包括 样 
品 本 身 的 贡献 ) 宜 等 于 或 小 于 本 底 电介质 的 电导 率 ， 要 
Ce 谨防 样品 母液 的 影响 ， 并 尽 可 能 地 
将 样 总 阜 于 -个 低 离 子 强 度 的 溶液 中 。 
ee 那么 黏度 有 可 能 影响 样品 进 人 毛 绍 
管 的 量 ， 可 需要 对 样品 进行 稀释 ， 以 确保 所 配 的 样品 有 
相同 的 黏度 。 
为 防止 样品 蒸发 及 样品 与 样品 之 间 的 黏度 差 等 因素 造成 
定量 上 的 困难 ， 宜 采用 -- 个 或 两 个 内 标 ， 内 标的 加 入 还 
可 以 改善 相对 迁移 时 间 的 重复 性 。 
10) 必须 使 缓冲 液 和 管 壁 之 间 有 一 个 平衡 ， 否 则 迁移 时 间 的 
差别 很 大 ， 可 连续 多 次 进 样 ， 确 定 平衡 建立 与 否 


8.6.4 毛细 管 等 电 聚 焦 


毛细 管 等 电 聚 焦 (CIEF) 是 一 项 依据 等 电 点 差异 进行 蛋白 
质 竺 分 离 的 -种 高 分 辨 技术 ,基本 上 是 … 种 平衡 电泳 方法 ， 
CHEK 分 辩 举 可 达 0.005pH 或 更 低 。 

在 CIEF 中 ,首先 要 用 两 性 电解 质 在 毛细 管内 建立 pH 梯度 。 
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PITE rt SPF poc FS E [e] tL ye a EE: YE T (6 
439, te CIEF 实验 所 需要 的 pH 范围 内 (如 pH3~10), HR 
有 广泛 pl 值 组 分 组 成 的 混合 物 。 聚 焦 过 程 由 相继 的 相对 较 快 的 
分 离 阶段 和 较 慢 的 稳定 阶段 组 成 。 毛 细 管 内 充满 溶质 混合 物 和 两 
性 电解 质 后 ， 在 电场 作用 下 ， 两 性 电解 质 迁 移 至 其 等 电 点 位 置 ， 
pH 梯度 很 快 形成 。 蛋 白质 在 CIEF 中 能 够 保持 在 一 个 很 窗 的 区 
带 内 ， 因 为 一 旦 它 进 入 一 个 不 同 于 其 pl 值 的 pH 区 域 就 会 带 上 
电荷 ， 在 电场 力 的 作用 下 又 会 迁移 回 pl 处 。 一 旦 聚焦 完成 即 达 
到 稳 态 、 聚 焦 电 流 不 再 下 降 。 

当 聚 焦 过 程 完成 后 ， 需 要 对 座 焦 的 蛋白 区 带 进行 检测 。 对 常 
规 的 毛细 管 电泳 仪 来 说 ， 主 要 采用 三 种 迁移 方式 : 中 利用 电 渗 
流 ， 四 改变 阳极 或 阳极 的 电解 质 进行 化 学 迁移 ;流体 动力 学 方 
法 。 

tiTAR KE [EF 的 染色 不 同 ，CIEF -… 般 采用 固定 的 检测 
器 ， 通 常 位 圭 毛 细 管 的 -一端 ， 一 般 采用 毛细 管 检测 池 窗 前 充 以 聚 
焦 混合 物 或 在 载体 两 性 电解 质 中 加 入 四 甲 基 乙 二 胺 (TEMED)， 
保证 聚焦 的 蛋白 质 区 带 位 于 检测 器 前 ， 以 使 所 有 组 分 均 能 得 到 检 
测 。 

对 于 利用 电 渗 流 迁 移 的 -- 步 察 焦 法 来 说 ， 蛋 白质 是 在 聚焦 的 
同时 通过 检测 器 ， 采 用 动态 涂 甫 或 化 学 修饰 的 毛细 管 。 非 涂 熬 的 
毛细 管 EOF 随 pH 变化 极 大 、pH-tr BARA, EEH pH 范围 
校正 曲线 为 近似 的 直线 。 这 主要 是 由 于 碱 性 蛋白 在 EOF 和 阳极 
漂移 作用 下 迁移 ， 而 酸性 蛋白 受 EOF 和 阴极 的 作用 ; 另外 EOF 
是 平均 pH 的 函数 ， 在 聚焦 过 程 中 不 断 降低 。 

化 学 迁移 方法 是 由 Hjerten 首先 采用 的 。 蛋 白质 先进 行 聚 
焦 ， 然 后 在 第 二 步 通过 阳极 加 盐 或 采用 碱 性 电解 质 《〈 阳 极 迁移 )、 
阴极 加 盐 或 把 阴极 电解 质 换 为 酸 来 进行 《阴极 迁移 )。 阳 极 中 阳 
离子 浓度 的 升 高 ， 伴 随 毛 细 管 中 这 些 离子 浓度 的 升 高 ， 导 致 pH 
的 升 高 ， 使 pHi 梯度 快速 迁移 ， 阴 极 迁 移 与 此 类 似 。 为 防止 导致 
区 带 恋 形 ， 盐 浓度 一 般 在 0.1 一 0.02molML 之 间 。 对 残余 的 电 小 
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流 采 内 加 入 聚合 物 进 行动 态 涂 数 来 消除 ， 这 一 -方法 能 获得 高 效 分 
离 ， 校 止 曲线 线性 较 好 。 

采用 流体 力学 迁移 方法 ， 到 保证 一 恒定 的 迁移 速度 ， 防 下 
pH 标准 曲线 偏离 线性 、 使 用 重力 或 加 气 计 ， 与 此 同时 仍 维持 高 
Miguel iis elc ll rat uice it 
失 ， 补 偿 迁 移 引 起 的 波动 。 这 一 方法 的 重复 性 和 pl 校正 曲线 线 
性 均 较 好 。 

对 这 三 种 方法 进行 的 比较 表 人 戎 ， 当 分 析 强 碱 性 蛋 折 或 要 保证 
较 商 的 线性 ， 可 采用 流体 动力 学 或 化 学 迁移 方法 : 对 pH RAR 
小 差别 的 蛋 电 原来 说 ,采用 化 学 迁 侈 的 方法 可 得 到 最 高 的 分 离 
WE 


8.6.4.1 样品 测定 中 需 注 意 的 问题 


(D 去 除 样品 中 的 盐分 

在 等 电 聚 焦 时 ， 样 品 中 存在 的 盐分 会 损害 其 分 离 度 ， 部 分 原 
凡是 由 上 pH 梯度 宽度 减 小 ， 除 此 之 外 下 白质 滴 演 的 艺 险 增加 ， 
ee TB DOANE A RS A a AE Uu RRS ai AE ex, 
NPE Hii. GAITHER, AL (EES Bring TEIE R 
AEE, RE, MATELA PR ea oP, PE 
Mikk RE dE 0.1— 0.5mmol/L 之 间 ， 经 5 一 30min 脱盐 后 ， 各 个 
RUM Ce S 脱盐 也 可 使 用 低 消 度 的 离子 来 完 
成 ， -方法 与 透析 法 相 比 可 获得 较 高 的 回收 率 。 使 用 透析 空心 
pee ATUM. 

(2) Bay ub ip ERE ah D HE BITE 

hf (i we FE ya Ce a LS LE AR A RR 
冲 液 中 加 人 非 离子 聚合 物 如 甲 基 纤 维 素 (MC) 、 关 两 基 甲 基 纤 维 
Æ (HPMC) 的 办 法 。 然 而 对 -此 酸性 量 白 ， 仍 然 能 观察 到 沉 演 
HUM, GLK EAA -REKE RAIMA 8M 尿素 和 
5% di M Z REO EE AR ERT CIEK 分 析 ， 在 此 条 件 下 的 pl 浓度 
与 天 然 状 态 下 的 不 同 。 也 有 人 采用 乙 二 醇 、 还 原 的 Triton X-100 
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来 防止 形成 沉淀 。 

(3) 等 电 点 测定 的 标准 品 

EU SEHR He pH 梯度 是 使 用 典型 的 参考 物质 如 pl 标 
记 物 来 测定 的 。 高 分 子 量 和 低 分 子 量 两 性 离子 化 合 物 均 可 作为 
pl 标准 。 考 虑 等 电 点 附近 迁移 速度 与 pH 的 斜率 、 溶 解 度 、 同 分 
析 的 物质 无 相互 作用 、 深 液 的 长 期 稳定 性 等 进行 选择 。 也 可 用 -- 
组 取代 的 氨 甲 基 酚 染料 进行 了 评价 ， 范 围 为 pl 5.3—10.4, 3XJL 
种 选择 的 pl 标记 物 与 息 白质 之 间 的 作用 较 小 ， 少 量 存在 于 溶液 
中 不 影响 电 渗 流 ， 可 以 用 于 梯度 的 表征 ， 适 宜 的 浓度 范围 为 
0.001mg/mi E £j 0.05mg/Zml. RICHIE AKI ATF a se N- 端 四 甲 
基 罗 丹 明 标记 的 蛋白 质 的 等 电 点 。 


8.6.5 HH EE HR KC 


凝 胶 电 沪 主 要 用 了 于 生物 学 上 分 离 大 分 子 物 质 ， 如 蛋白 质 和 核 
酸 ， 它 是 基于 分 子 尺 寸 ， 让 溶质 在 合适 的 起 “分 子 得 ”作用 的 昧 
合 物 内 进行 电泳 而 获得 分 离 。 当 带电 溶质 在 电场 力 的 推动 下 在 紧 
合 物 的 网 状 结构 内 迁移 时 ， 其 运动 要 受到 一 定 程度 的 阻碍 ， 大 分 
广 受 到 的 阻碍 比 小 分 于 大 .大 分 于 物质 ， 如 DNA 和 被 SDS 饱和 
的 组 白质 ， 由 于 其 质 荷 比 与 分 半 大 小 无 关 ， RARR FET RE 
实现 分 离 。 

由 于 毛细 管 本 壬 性 经 具有 抗 对 流 的 作用 ， 不 必 再 使 用 具有 抗 
对 流 性 质 的 凝 胶 。 毛 组 管 凝 胶 电 泳 (CGE) 中 所 使 用 的 “ 凝 胶 ” 
把 它 电 做 “聚合 物 网 ”更 为 恰当 。CGE 中 使 用 的 聚合 物 可 以 是 
SET CHK GERRARI), ARAA (ORR) 或 
是 线 状 的 乐 合 物 溶液 如 柴 丙 烯 酰胺 或 甲 基 纤 维 素 )。 虽 然 非 交 
TEBE BO R IAE "y 交 联 凝 胶 有 着 人 恨 本 区 别 。 但 它们 的 分 离 机 
理 是 相同 的 ， 两 种 赂 胶 邦 能 实现 大 分 子 的 只 十 分离 。 板 式 凝 胶 电 
PRAY BBR, FE CGF 中 难以 实现 ,但 是 后 者 的 快速 分 离 能 力 
oth XE CAE. 

低 黏 度 的 聚合 物 溶 液 可 以 利用 压力 进 样 ， 管 内 凝 胶 可 以 重复 
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Ek RRP REE AE), TH AR 5232 SS NOE M fi D] 3€ 
的 影响 。 当 凝 胶 具 备 上 述 稳定 性 时 ， 其 黏度 越 低 ， 对 毛细 管 壁 涂 
{如 果 使 用 的 话 ) 的 依赖 性 越 高 。 AO AB Ae a, AE AR ETT 
GANTT BR BELA BE EOF, 


8.6.5.1 凝 胶 柱 制备 和 使 用 


(1) BH S HL EE 

Vid REEF N, N- S IN M ERE SR ELS Wires dg AX, €T 
£2 HRK, Brio Ab PE, JHR OBER ETA RC. SEG E PR 
在 长 上 时间 放 置 后 ， 应 检查 溶液 的 pH ALAA 7. 

(2) m €Am e A TUR 

(EXE RRA AD, MAKAS PAB eal, TR) iE 
(PRATT, DAE ERPI cg ^C. moe AA SR RRA 
SNE ASO PAC; MRA FARE. ABER JJ 
AAH SEKAUE PE OU, A REI EH TEE RIPI c ik 
dj. 般 加 3 至 4 个 大 气压 ， 使 灌流 时 向 不 起 过 30s， 柱 充满 预 
涌 液 的 标志 是 毛细 管 在 溶液 外 的 -- 端 出 现 儿 个 液 滴 . 

(3) 制 社 时 反应 速度 的 控制 

温度 对 反应 的 影响 较 大 ， 这 可 以 由 引发 体系 的 看 大量 来 控 
市 ， 使 预 聚 液 在 30~ 60min ARA, Ae kh hb 35 ~ 50min, 当 毛 细 
管 中 充 满 凝 胶 预 聚 溢 液 后 ， 不 要 再 几 于 接触 毛细 符 ， 以 免 引 起 管 
AVR HERSBEJLES, APE NE eA, n ICRI.. 


8.6.6 AEA Bik 


ZA EE LK (affinity capillary electrophoresis, ACE) 
AR KEP, 47t nb iR I ME OD Pr RE aa AY Oe AT AC 
(kK, FWA — TE AJ Bd FSU AE FEN ROTE 
FA, FRSA Ee. IN EUR, AAR SRE LK 
WHEL, FLA pH SEHR. ALR OR RCE OR BITE I SE 
Wk. Ada BY) Ha yk XE BS BT TH} AS n) o 
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8.7 应 用 实例 


8.7.1 


8.7.1.1 


PH OB R Z EAN ES DRE BS hle 
线性 聚 丙烯 酰胺 涂 层 毛 细 管 电泳 柱 (Si-O-Si- 键 连接 ) 


D 柱 清 洗 ; 石英 毛细 管 先 经 去 离子 水 洗 5min， 充 人 


1 mol/L NAOHR E lb, 再 经 去 离子 水 洗 1h。 


2) HR y-PGEPIHE SE SL 3E PAEH (Y-MAPS): € 


SATA 4% MAPS (用 冰 栈 酸 调节 pH 至 3.5), = 


ARM 1h， 然 后 水 洗 。 


3) 制备 线性 涂 层 : 毛细 管内 充 人 已 脱 气 3% ~ 4% p) BEAR 


溶液 (其 中 含有 0.1%TEMED 和 0.1% wa TERE TE). 
室温 反应 0.$~1th 后 ， 经 水 洗 去 吸附 的 聚 丙烯 酰胺 ， 即 
Hy £X TE RA Fa BR EE 


8.7.1.2 线性 聚 丙 烯 酰胺 涂 层 毛 细 管 电泳 柱 (Si-C- 键 连接 ) 
D 柱 清 洗 : 石英 毛细 管 先 经 去 离子 水 洗 Smin， 充 人 


2 


3 


4 


~~ 


) 


— 


1molA NaOH 放 置 Ih, HAE BFA lho 38 No, 在 
110C FR 6h. 

FARR TEOT A EME A At ERA, 10min 
后 ， 将 其 两 段 封 闭 ， 在 70T Rhy 6h. 

打开 密封 端 ， 石英 毛细 管内 通信 0.25 mol/L 乙烯 基 溴 化 
THF RR, HRMS, Æ 70C RA 6h。 反 应 完 
毕 后 ， 打 开 密 封 端 ， 石 英 毛 细 管 内 通 人 THE 洗 几 分 钟 ， 
再 经 去 离子 水 清洗 。 

艺 细 管内 充 人 已 脱 气 3% 丙 烯 酰胺 溶液 (其 中 含有 0.1% 
TEMED 和 0.1% w/v IMER), 28'C RE 1h 后 ， 经 
EA TK din Nhu ES BRE, B A R E R Pa RR 
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8.7.1.3 ” 交 联 聚 丙 燃 柄 胺 涂 层 毛 细 管 电泳 柱 


毛细 管 先 经 清洗 后 ， 用 7d E-L HI SO be tf? HHA 
FR. RG, BARR RAR IR (12.5 mg/ml A Bt, 
2.Sme/ml FR MIRE. 2.5 mem BRE T RE. API 
为 溶剂 }。 琅 组 管 的 两 端 密 封 后 ， 以 AU Amin 从 SOU FRIES hin $e 
1200, E 120 和 继续 反应 Zhe d dc n TAE E (E HEB HESS A 
Ws RE OP PR AE o 


8.7.2 ”毛细 管 凝 胶 电泳 分 离 重 白质 


采用 SSDS-CGE 测定 蛋 乌 质 的 分 焉 量 ， 其 范增 可 达 2 个 数量 
级 ， 分 子 量 差异 仅 为 4%% 的 一 白质 也 能 获得 概 半 的 分 状 举 。 以 下 
为 p EU PERI. 


LIRE 
28 COIT 
3B-3LERSE CH 
AJ ORIG 
STF AR A 
e ORO 
TORO 


His.3 EBRSRRR KT RSA 


D 分 离 条 件 : RASRRRZEMBHE, BWER AKIE, 
15em， 柱 内 径 : 75umo 

2) MERE AR, FRR LPS PEAK SCHR AD RPS ERR BER, 9% 
T, 5%C, 100mmol/L Tris-BB AR, pH 7.3, 0.1% SDS, 
8mol/L 尿素 。 

3) 电场 强度 300V /em， 电流: 122A, MRE: 280nm. 

在 以 上 条 件 下 ， 牛 血清 蛋白 WARE. PRAM. REG 

AA, PARE, BARS HANS TS. 
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8.7.3 毛细 管 等 电 聚 焦 
8.7.3.1 毛细 管 等 电 聚 能 一 一 一 步 法 


(D. HUE E rp CHE S LET EET 

D 分 离 条 件 ; 石英 毛细 管 27cm X 50pm 或 Spm, ££ 
1 .Omol/L 的 NaOH 清洗 lOmin 来 活化 表面 . 

2) RRA: 阳极 电解 质 为 20mmol HPO 阴极 电解 
质 为 20mmol/L NaOH.: 

3) Ht f SX vp. 1.5% 两 性 电解 质 (phamalyte) pH 
3~10;0.1% REST HER, 1.4% TEMED; 11.5mmol/L 
上 庆 烷 磺 酸 (离子 对 添加 剂 ); 血红 蛋白 Ay 各 S 浓 度 为 
0.5mg/iml, 

4) LEEI: 15 ~ 18kV, 检测 波长 为 280nm 或 4135nm; 
FEI Jy 30€. 


= 
2 
ma 


0.01 


vi XE (2800m} 


0.00 


IH] ful (mint 


图 8.4 一 步 法 毛细 管 等 电 聚 体 


(2) 变性 条 件 下 毛细 管 等 电 聚焦 分 离 标 准 蛋白 [0 

D 分 离 条 件 : 石英 毛细 管 py-sil DBL {二 甲 基 聚 硅 氧 烷 )。 

2) RRB PIR. 4% 两 性 电解 质 (PH 3 一 10); 0.4% A 
基 甲 基 纤 维 素 ; 1% TEMED， 内 含 8mol/L 尿素 和 596 
HELM; 标准 蛋白 浓度 为 0.1xgAui。 
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3) 聚焦 条 件 ; 阳极 电解 质 为 20mmol/L HPO 阴极 电解 
质 为 20mmol/L NaOH; 在 20kV FRE Smin。 

4) 阴极 迁移 方式 阴极 电解 质 为 20mmol/L. NaOH + 
30mmol/L NaCl, THEE; 20kV。 

5) 标准 蛋白 ;中 细胞 色素 <c (pl 10.6); ORRAMR: © 
WEL BEA (pl 6.8, 7.2); 起 碳酸 醋 酶 (pl 5.9); OB 
FLUREA A, B (pl 5.3, 5.15); ORE RAHA, 


8.7.3.2 毛细 管 等 电 聚焦 一 一 二 步 法 [1 


UWE yc iff (280nm) 
n iic (HAD 


0 10 20 30 — 40 


Ih} fu] nin? 


8.5 二 步 法 毛细 管 等 电 聚 焦 
分 次 标准 蛋白 质 


D 分 离 条 件 ; 右 英 毛 细 管 : jesil DB-1 (2H ARE AK). 
2) 聚焦 缓冲 液 : 4% 两 性 电解 质 (PH 3~ 10), 0.8% PIE 
纤维 素 ，1% TEMED- 

聚焦 条 件 ， 阳 极 电 解 质 ， 20mmolA H;PO,; 阴极 电解 
M: 20mmol/L NaOH， 在 20kV 下 聚焦 Smin. 

阴极 迁移 方式 ,阴极 电解 质 ; 20mmol/i NaOH + 
30mmol/L NaCl; CIEBIE: 20kV。 

标准 蛋白， 细胞 色素 C (pl 10.6); OFRI HEN 
A (pl9.65);@OME BA (pL 6.8, 7.2); Oik E B N 
(pl 5.9); C-JUSR El A, B (pl5.3, 5.15). 


3 


~ 


4 


— 


— 
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第 九 章 ”免疫 印迹 

9.1 引 言 

木 总 计 论 一 种 检测 国定 在 因由 基质 上 的 蛋白 质 的 免疫 化 学 方 
i, WW ECU (immunoblotting) 28 BE F4 JR E xk (Western 
blotting) 于 i， 进行 免疫 印迹 之 前 必须 具 & if dg EVE BY A) E 
ros op A gu, R ACH HAS EET A SC IKLIET. 
UERAIS Ft (SDS-PAGE, $ MTE), 大 小 及 电荷 数 【〈 非 
变性 就 胶 电泳 .第 六 总 ) 、 等 电 点 《等 电 聚 焦 ， 42b) 电泳 分 
HRS. Gees EUM de np Mox TY I RE RC E EUA (或 表 位 》 的 性 
We. DS Ob, Hn REIL VIL t v EN aE uc FRE GED Br od 
pou. GORE EAE x dus n AS eps ffr s 33 v pe sc (s 
AER E pe pH E Fo M acf CY [3 25 d E ER FE S Tur T 
Heid xr. ELEM ES TRA, HEE, Ww pag), 

MP LOE. 10pg (BRAG 氧化 物 酶 或 碱 性 磷酸 版 标记 ) 

log (RHE SRI 标记) 

fe sig EL) joe WA SHO BS 3; xci D9) 

免疫 印迹 概述 

Go HE EN np 2r DI DAE PR BEF We oh BE ERS FS E ISI RTL HE s 
ASE ESL A Fit 

iy E MORE EEG E FH IB DK SB We MK a; OFT 
ik. JEN En A ANT AE AU zz 0H iG KE Jc dg SE np iid d 65 ME AK id, 
WHHL 0 ~ 30min n[ SL IAE EE S DAE ACE Re n E AJ Xe ec ae 
aep, Be (FE EE EY SER, IB 45min git P al Ee 

本 章 只 讨论 湿 法 转移 ， 因为 湿 法 转移 在 不 明显 增加 费用 和 时 
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间 的 问 时 有 更 好 的 适应 性 。 本 章 中 只 介绍 Bio-Rad 公司 的 电 转 移 
装置 ， 其 他 电 转 移 装置 的 转移 条 件 很 容易 万 此 进行 调整 。 

转移 结束 后 ， 蛋 白质 的 检测 可 进步 分 成 三 个 步 又 。 首 先 ， 
将 障 同 特异 性 抗体 孵育 数 小 时 或 过 夜 ， 然 后 将 膜 同 可 特异 性 识别 
于 述 抗 体 《一 - 搞 ) 的 第 二 抗体 〈- 抗 ) A HA, tC - 抗 
用 免 来 源 抗体 时 ， 二 抗 常用 羊 抗 免 免 疫 球 蛋白 抗体 ) PELE A une 
根 过 氧化 物 酶 等 标记 物 。 目 的 绰 白质 可 由 该 酶 催化 的 显 色 反应 在 
膜 上 形成 有 色 产 物 吉 以 检测 。 其 他 检测 体系 ， 如 碱 性 磋 版 酶 (e 
疫 金 ,1 等 本 章 也 将 介绍 。 


9.1.1 免疫 印迹 用 膜 


fH AR ET HE XR AR AF JE A: Se E erp A PAR, A ee 
pz Hip A AR RRA A. IA HERR A, iH 
可 简单 快速 地 封闭 非特 异性 抗体 结合 。 
dk PA AE: Di wE RAER EA aE UU 
龙 腊 为 480pg/em*， 人 硝酸 纤维 崇 膜 为 80png /erm D); Dib gn iz HE 
| Sabi] Meet Hf RR E ode) (CRUE RASA ELEC 
Ale PE AE FDL); Oar BEE SRA IL A SR UE AE TERR R PLE D) BR fa 
EEDA A ABS OR, HAER REAS it BE, IP 
不 能 用 阳 CUE (anionic dyes) VET AR AR E. 
9.1.2 将 蛋白 质 固定 在 膜 上 的 其 他 应 用 
D 表 位 作 图 
2) 结构 域 分 析 
3) 斑点 印迹 
4) HAEREA E aS TE 
S) 配 基 结合 
6) 改进 放射 自 显影 
7) 抗体 纯化 
8) 为 制备 抗体 时 获得 相应 的 蛋白 质 抗 原 
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9} 
9.2 
9.2.1 

D 


2) 
3) 
4) 


5) 
6) 
7) 
8) 
9) 


9.2.2 
(1) 


HR ESE 5, ERE PT PF 3) T 


免疫 印迹 操作 

仪 器 

Ha Fe EG dn 

本 章 只 介绍 Bio-Rad 公司 的 微型 电 转 移 装置 ， 其 他 国内 
外 三 商 提 供 的 装置 同样 有 效 

urs dE (200V, 0.6A) 
3MM Whatman 滤纸 
2.0 4 0.45um FL 4% X) a AR ET HE R R 

tii ER ZT HE RR RB rf Fe AE Ca FRA. RAEI REEL 
免 膜 被 污染 。 

塑料 袋 〈Seal-A-Meal) 

ER BY HS AE aE C1 Sem x 10cm X 2em) 

摇 床 

IRAE (30cmx 15em X 3em) 

[PIE EE 


ital 


p ELE np 

1) Tris 

2) IAR 

Tris Zn n 

1) Tris 2 mol/L, pH7.0 
2) NaCl 4 mol/L 
Hiüggk: 牛 血 清白 集 F (BSA) 
PEALE FUE H TE D. CLIR 

1) ONERE. (chloronaphthol) 
2) HIRE (methanol) 

3) AAA (H0) 


(5) 碱 性 磷酸 酶 显 色 液 
1) MgCh 
2) 2, 5- -iR-4-3R-3-"s| PR BEARER (BCIP) 
3) RB SERI BOE (DMF) 
4) 4 ZEB IE ERR LN EE TE HR 
5) AEU (NBT) 
(6) BREA XH. Tween 20 
(7) ZEB SEAR (n 
1) 氨基 黑 10B 
2) FAR 
3) 乙酸 
(8) 印度 墨水 总 蛋白 质 染 色 液 
1) Tween 20 
2) 印度 墨水 
免疫 印迹 去 除 缓冲 液 
1》 脱 脂 奶 粉 
2) SDS 
3) Tris 
4) 2-84 3E C, RE 
9.2.3 REPE 
9.2.3. 转 B 


所 需 时 间 ; 至 少 90min, MEK, 

将 目的 蛋白 质 经 聚 丙烯 凝 胶 电 泳 {SDS 电泳 ，Native 电泳 ， 
IEF 电泳 》 分 离 后 进行 转移 操作 。 转 移 前 最 好 电泳 两 块 胶 板 ， 一 
块 直接 染色 ， 另 -~ 块 进行 免疫 印迹 。 也 可 以 存 电 转移 之 后 用 总 蛋 
白质 染色 法 在 硝酸 纤维 素 膜 上 染色 。 


9.2.3.2 转移 缓冲 液 


1.93g Tris 15.6 mmol/L 


(9 


~ 
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9g IAM 120 mmol/L 
MARKA 1L， 不 加 调整 时 pH 应 为 8.1 一 8.4; 也 可 配 成 
20 x 储存 液 ， 


9.2.3.3 准备 工作 


Ac Pt TL Fe BS Re pa Pe AIL B. 

MY AU TULA RUB KOK RAY. 

CL) EHE E ALOR ABET HE zx R FL Ub FR 

1) Hy a Re TT HE XE EE AE dO (C6 EE EX E (30 ~ 40ml) 中 
15 ~ 20min; 

2) Hp OK i DER RHE s 

3) Wi A dE Bia. feESEpi& EA ETE P. meram OF 
RE (24 400ml); 

4) Mi A YS AUR TR. 

(2) WEN MEI RE MERE Uo 明治”( 图 9.1 DS 9.2) 


55 EG se 
E NS ax | 各 : 
FUTT HE m | LY 


滤纸 
£[ HEA 


图 9.1 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 - 膜 “三 明治” 


D TS) FFE RHI AIR, FRG ES D np ee IHR SE 
BITE dE HEE GE, mS OE eism 
Whatman 3MM i£ A; 
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2) 小 心 将 凝 胶 放 置 于 滤纸 上 ， 避 免 气泡 (用 转移 缓冲 液 泣 
湿 并 戴 手 套 ) (图 9.3); 
3) 以 转移 缓冲 液 湿润 胶 面 、 小 心 将 
BRETT AE SE RR iE EU Lo (AXE 
胶 的 一边 开始 轻 轻 放下 可 避免 气 
泡 (图 9.4)， 注 意 一 定 要 戴 手套 
mÉ po T OR AD s 


4) FARA HERR KR 

Whatman 3MM 滤纸 ， 用 一 干净 

图 9.2 KARMEA 的 小 试管 轻 轻 深 过 凝 胶 - 膜 “ 江 

胶 - 膜 “三 明治 ”侧面 图 明治 ”以 消除 所 有 气泡 (图 
9.5); 


5) 将 另 … 块 海绵 用 转移 缓冲 液 浸透 后 放 在 凝 胶 - 膜 “一 明 
治 ” 上 ， 关 上 转移 合并 插入 转移 池 (图 9.6); 
6) 转移 池 中 注 满 转 移 缓冲 液 ， 


f s 
a XU 
& v. 
(A HEHE 
图 9.3 BRABPRAL 


硝酸 纤维 腊 
-M 
图 9.4 ”硝酸 纤维 素 膜 放置 于 凝 胶 上 


(3) 电 转 移 
D 将 整个 转移 装置 放 在 磁力 搅拌 器 上 并 开始 搅拌 ; 
2) 连接 好 电极 ; 
0m 


硝酸 纤维 膜 、、、 
凝 胶 一 L 


Tere S 


图 9.5 用 试管 去 除 


9.6 将 转移 盒 插入 电 转移 池 


3) 恒 压 100V 转移 1h。 对 冷却 的 转移 缓冲 液 ， 开 始 时 电流 
应 为 0.2A， 最 终 电流 为 0.4A。 
车 转移 过 夜 则 恒 压 30V。 


9.2.3.4 电 转 移 的 注意 事项 


1) 开始 转移 时 一 定 要 检查 电流 大 小 ， 过 高 电流 产生 的 热量 
会 导致 转移 失败 。 通 常 高 电流 是 由 于 转移 缓冲 液 配置 不 
当 造 成 的 。 

2) 低 离 子 强度 转移 缓冲 液 可 使 用 较 高 电压 ， 而 不 会 导致 高 
电流 和 过 热 ， 但 转移 过 程 中 由 效 胶 中 渗 出 的 电解 质 可 导 
致 转移 缓冲 液 电 导 增 加 ， 缓 冲 能 力 降低 [18] 。 


3) 
4) 


5 


~ 


6) 


也 可 在 恒 流 状态 下 以 200mA 转移 2h 9), 
车 转移 中 因 凝 胶 变 形 发 生 条 带 扭 曲 或 由 于 凝 胶 中 电解 质 
渗 出 导致 过 热 , 可 预先 将 凝 胶 在 转移 缓冲 液 中 浸泡 
15~30min'!*!, 
(i FTE YE £6.09 E ELEC HE BRS SE 
£n] fe dr fe RE Ee IR o 
对 于 较 大 蛋白 质 ， 较 低 的 丙烯 酰胺 浓度 可 获得 较 好 的 转 
BRR), 另 -一 种 方法 是 采用 两 步 转 黎 ， 分 别 转移 低 和 
高 分 子 量 蛋 白质 [7 。 
对 于 其 他 类 型 的 膜 或 转移 缓冲 液 ， 和 参照 Bio-Rad 公司 用 
户 手册 调整 转移 条 件 。 
对 电 转 移 来 说 ， 最 常 遇 到 的 问题 是 旨 的 鼻 白 夸 转 移 效率 
低 、 转 移 效 率 可 出 转 移 后 对 凝 胶 或 膜 染色 来 进行 观察 、 
若 日 的 重 白 质 转 移 效率 低 可 考虑 用 下 列 四 种 方法 : 
转移 缓冲 液 中 加 入 2096 A: 
尽管 甲醇 可 降低 蛋白质 洗 陪 效率 ， 促 可 增加 生日 质 阿 硝 
酸 纤维 素 膜 的 结合 能 力 !9 ; 

甲醇 对 高 分 子 量 蛋 白质 可 延长 转移 时 间 f81， 但 由 于 转移 
中 SDS 渗 出 将 降低 高 等 电 点 重 自 质 的 转移 效率 [1221 
EH px ap By BEI ABI > 

转移 缓冲 液 中 加 入 终 浓度 为 0.1% 的 SDS: 转移 缓冲 液 
中 低 浓度 的 SDS {0.1% 左右 ) 二 增加 转移 效率 ， 信 
可 降低 膜 结合 某 些 绰 白质 的 能 力 19 
使 用 小 孔径 的 销 酸 纤维 素 异 (0. 25m) 
转移 后 立即 用 戊 -一 醋 交 联 : 转移 后 立即 用 成 了 醉 将 蛋 E 
fac SEK (EET HE EAB DL. TR oe TATE E E iR 
结 台 的 稳定 性 ， 否 则 小 分 子 酸性 蛋白 会 由 膜 二 扩散 出 去 ， 
使 用 时 将 转移 后 的 膜 在 含 0.2% 戊 一 醛 的 TRS 中 浸泡 
45min!) 。 
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9.2.3.5 免疫 检测 


和 蛋白质 由 至 丙烯 酥 胺 凝 胶 转移 至 硝酸 纤维 索 膜 上 之 后 ， 将 利 
用 抗体 检测 特异 蛋白 质 。 加 入 抗体 前 ， 需 将 膜 在 封 闲 剂 中 封闭 。 
典型 的 封闭 剂 使 用 含 3%BSA 的 TBS, HAREM BS, "T Bib Do 
体 非特 异性 结合 在 膜 上 。 一 抗 识 别 目 的 蛋白 ,而 二 抗 识别 一 抗 的 
Fc 段 。 二 抗 标记 有 了 酶 或 其 他 显 色 系 统 。 现 介绍 辣 根 过 氧化 物 酶 
标记 的 二 抗 系统 。 修 正方 案 中 介绍 碱 性 磷酸 酶 、 和 免疫 金 和 I ER 
记 的 二 抗 系统 。 
(1) 灵敏 度 
辣 根 过 氧化 物 酶 ;10 一 20pg 
碱 性 磷酸 酶 ;10 一 50pg 
免疫 金 : 1 一 2$pg 
1251; S0 一 100pg， 高 比 活性 131 可 达 lpg 
(2) 所 需 时 间 
4 一 5h 或 过 夜 
(3) 所 需 溶 液 
TBS (Tris 缓冲 盐 溶 液 ) 
3% BSA/TBS sX 196 HERR 339 /TBS 
596 BSA/TBS 
TBS ('fris Buffered Saline), IL 
5ml — 2mol/L Tris-HCl (pH7.5) 10 mmol/L 
37.5 nl 4mol/L NaCl 150 mmol/L 
957 . 5ml IŽK 
也 可 配 成 10x 储存 液 。 
所 有 操作 可 在 室温 或 ATC ETT. 
(4) 膜 的 封闭 
O HERRBES, SRST: 
2) HRFRREESRRKASEP; 
3) 加 人 至 少 8m 3%BSAZTBS 溶液 ( 液 面 须 没 过 膜 ); 
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4) #248 30~ 80min， 注 意 保证 膜 的 所 有 部 分 同 溶液 接触 。 
根据 蛋白 质 稳 定性 的 差别 ， 封 闭 后 的 膜 可 在 含 1mmolAl. 
NaN, 的 BSA/TBS rh (g Fit ARR. 

(5) 洗 膜 

LHH, A TBS 洗 膜 三 次 

(6) -Pi 

1) A TBS, 将 … 抗 适当 稀释 于 8mt 0.5% BSA/TBS 中 。 

{选择 稀释 度 见 注意 事项 9.2.3.4); 
为 节省 封闭 液 可 将 膜 放置 于 塑料 袋 中 操作 ,， 对 于 6cmx 
Sem 的 膜 可 加 入 4ml HARA ap HE XX — E E se e ARG 
泡 ， 否 则 气泡 阻 正 抗体 -蛋白 质 相互 作用 ， 造 成 假 明 性 结 
E. 

2) ”温和 摇动 至 少 th, AREA TSM RAE. 

(7) PERR I 
弃 去 一 抗 ， 用 TBS 洗 两 次 每 次 10min. 

(8) zH 

D ## TRS; 

2) 加 入 Smt 适当 稀释 于 0.5% BSA/TBS "PIE 36; 

3) 温和 摇动 至 少 th 或 过 夜 。 

(9) 洗 膜 1i 
FH dA. H TBS 洗 膜 30min， 共 洗 三 次 。( 车 … 抗 群 
育 时 使 用 塑料 袋 ， 则 现在 应 将 膜 移 人 玻璃 或 塑料 容器 

中 ) 

(10) 显 色 

D MAIER: 
imt AAMAR (30mg/ml T ABE) 
加 入 10ml 甲醇 
加 人 TBS (室温 ) £ 50ml 
加 人 30ml Hœ 

2) 弃 去 TBS， 加 入 显 色 液 ; 


NEUE 


3) 轻 摇 硝酸 纤维 素 膜 ， 观 察 显 色 程度 ; 

4) 若 出 现 大 量 沉淀 ， 请 使 用 新 鲜 配 置 的 显 色 液 ; 

5) 显 色 应 在 5— 30min 内 完成 ; 

6) 用 双 蒸 水 洗 膜 终止 显 色 反应 ， 每 次 30min， 共 三 次 ; 

7) 用 吸水 纸 吸 于 膜 上 水 分 ， 避 光 干 燥 保 存 (可 放 于 塑料 袋 
内 夹 在 本 中 ); 

8) 一 周 内 照相 ， 否 则 信号 将 随时 间 延 长 而 襟 色 ， 膜 逐渐 变 
黄 。 典 型 的 免疫 印迹 结果 如 图 9.7 所 示 。 


图 9.7 酵母 管 蛋白 免疫 印迹 。 样 品 由 
20ug 8) 0.62ug 1$ 2 ARAB, SBE 
度 两 个 泳 道 。 最 左 侧 泳 道 为 下 白质 分 子 量 
标准 品 ， 最 右 侧 泳 道 为 蒋 管 蛋白 标准 品 。 
碱 性 磷酸 酶 染色 


9.2.3.6 免疫 检测 注意 事项 


(1) 膜 的 封闭 和 洗 膜 

D 转移 后 将 硝酸 纤维 素 膜 SCHTER 1h 可 稳定 蛋白 质 
同 膜 的 结合 (23]。 

2) 在 第 一 步 中 也 可 用 3% 明 胶 /TBS 封闭 。 尼 龙 膜 的 封闭 应 
在 45C —50C FF 10% BSA 中 封闭 至 少 12h。 

3) 第 二 步 洗 膜 后 可 将 膜 干 燥 后 保存 。 再 进行 下 面 步 又 时 ， 
需 先 用 0.5% BSA/TBS HEME. | 
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4) BSA 是 常用 的 降低 背景 的 封闭 剂 ， 但 BSA 中 常 污染 有 免 
疫 球 蛋白 G， 若 使 用 蛋白 质 A 检测 时 效果 不 理想 。 封 闭 
剂 也 可 选用 Tween-20 或 明胶 。 

5) 其 他 封闭 剂 包 括 : 

e BLOTTO; 5% 脱 脂 奶 粉 ，0.01% 消 泡 剂 A，Sigmaia0]; 

© 3% ARBRE], 1% BERE DLP A ; 

* 0.05% Tweem-20 38 [i ai tie er 7 

6) 使 用 不 同 种 奶粉 可 导致 BLOTTO 封闭 效果 的 差异 ， 有 时 
其 背景 可 能 比 BSA BS, 另外， 这 类 产品 中 常 污染 有 
免疫 球 蛋 白 G， 使 用 蛋白 质 A 检测 是 会 带 有 来 干扰 。 

7) 低温 下 明胶 易 凝 加 也 是 要 注意 的 问题 。 

(2) 抗体 的 使 用 

D 步骤 3 和 5 中 的 -一 抗 和 二 抗 ， 经 常 使 用 时 可 稀释 后 分 装 ， 
冰冻 保存 。 

2) -… 抗 和 二 抗 浓度 高 时 显 色 很 深 ,但 过 高 的 抗体 浓度 可 导 
致 非特 异性 背景 条 带 的 产生 。 

3) 抗体 可 用 0.5%BSAZTBS Br UR AE E COO UT, EE 
冻 融 可 导致 抗体 聚集 ， 活 性 丧失 。 

4) 抗体 的 稀释 ; 

。 .- 抗 : 变异 大 ，1 ;10 一 1 : 100 000 

。 二 抗 : 通常 1 : 500—1 : 4000 

(3) 免疫 检测 的 常见 问题 

D 转移 之 后 ， 蛋 白质 在 硝酸 纤维 素 膜 两 面 分 布 不 完全 相 朵 
(观察 预先 染色 的 蛋白 质 分 子 量 标准 总 的 转移 情况 可 知 )， 
因此 ， 显 色 时 应 同时 注意 画面 的 信号。 

2) SDS-PAGE 可 能 导致 抗原 性 老 失 ， 尤 其 是 使 用 单 克隆 抗 
体 时 。 

3) 显 色 过 浅 的 可 能 原因 : 

。 不 当 的 储存 或 过 度 稀释 可 导致 抗体 失 活 或 不 饱和 。 一 抗 
的 活性 可 由 将 抗原 直接 点 在 硝酸 纤维 素 膜 上 进行 检测 ， 
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二 抗 活性 也 可 通过 与 同 种 属 不 同 的 一 抗 的 结合 来 检测 。 
* 硝酸 纤维 素 腊 上 抗原 量 不 足 。 硝 酸 纤维 素 膜 总 蛋白 质 染 
色 或 引 人 已 知 量 的 抗原 对 照 。 
4) 背景 过 高 的 原因 : 
* 抗体 多 育 后 洗 膜 不 充分 ; 
。 封闭 不 充分 ; 
* 污染 有 海绵 纤维 或 转移 缓冲 液 ; 
*。 抗体 浓度 过 高 ， 包 括 抗体 缓冲 液 中 的 Tween-20。 
其 他 有 关 扩 散 或 特异 性 背景 条 带 问 题 的 解决 方法 参 
考 [2] 。 
(4) 辣 根 过 氧化 物 酶 
D 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 二 抗 系统 同 氧 蒜 酚 反应 时 产生 蓝 - 
粉色 。 其 他 显 色 底 物 包 括 氨 乙 基 味 唑 (aminoethylcar- 
bazole) (404%), — SSERKE (deaminobenzidine) ($X 
色 )， 可 能 会 得 到 更 高 的 灵敏 度 [23] 。 
在 操作 过 程 中 装 过 二 抗 的 离心 管 中 沾 有 痕 量 的 二 抗 ， 显 
色 前 ,将 50— 10041 显 色 液 加 入 上 述 离心 管 中 ， 若 2min 
内 不 能 变 蓝 ， 说 明显 色 液 有 问题 。 
3) RAM MART - 20T REEDE, 
4) 尽管 辣 根 过 氧化 物 酶 检测 系统 经 济 ， 快 速 ， 但 仍 有 缺点 : 
RERE; 
内 源 性 辣 根 过 氧化 物 酶 的 非特 异 反应 。 
显 色 过 浅 的 可 能 原因 
显 色 液 失 活 ， 尤 其 是 HO 失 活 或 毛 蒙 酚 已 沉淀 。 用 新 
鲜 试剂 配置 新 鲜 显 色 液 。 
。 兰 根 过 氧化 物 酶 可 能 被 不 纯 的 甲醇 或 亚 气 化物 灭 活 。 


2 


— 


5 


— 


9.2.4 其 他 检测 方法 的 修正 方案 
9.2.4.1 PERM 


RAR RM Ric TARE RRR (BCIP) -A 
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Wane (NBT) 反应 形成 暗 粉色 沉淀 。 该 系统 较 辣 根 过 氧化 物 酶 
系统 的 优点 是 颜色 稳定 、 不 褪色 。 

按照 免疫 检测 步 又 进行 到 洗 膜 卫 ， 在 二 抗 步骤 中 换 成 碱 性 磷 
酸 酶 标记 的 二 抗 。 


显 色 123] 


D 配置 显 包 液 : 
反应 溶液 可 预先 配置 ， 可 在 4 储存 一 年 以 上 。 
0.1 mol/L Tris-HCl (pH9.5), 0.1 mol/L NaCl, 5 
mmol/L MgCl 〈 碱 性 磷酸 酶 缓冲 液 ) 
50mg/ml BCIP ÈT 100% 二 甲 基 甲 酰胺 (BCIP 溶液 ) 
50mg/ml NBT 溶 于 70% 二 甲 基 甲 酰胺 (NBT 溶液 ) 

2) 碱 性 磷酸 酶 缓冲 液 洗 腊 5min。 

3) HER: 
66pl NBT 溶液 同 10ml 碱 性 磷酸 酶 缓冲 液 充分 混合 均匀 
后 加 入 33pl BCIP 溶液 。1h 内 使 用 。 

4) FA MEER AE OPA, IMA 10ml 显 色 液 。 

5) 室温 下 显 色 《37f 可 加 速 反 应 )。 

6) 显 色 反 应 通常 在 30min 内 可 完成 。 也 可 过 夜 反 应 以 增加 
信和 号。 用 20mM EDTA/TBS 洗 腊 终止 反应 。 


9.2.4.2 f£ È € 


胶体 金 标记 的 二 抗 可 获得 稳定 的 信和 号， 使 用 起 来 简便 迅速 。 
但 获得 高 灵敏 度 结果 需 在 显 色 后 增加 较 复杂 的 增强 步骤 。 
按 免疫 检测 步骤 进行 至 洗 膜 1 


gell 


D 胶体 金 标 记 的 二 抗 稀释 于 0.05% Tween-20/TRS 中 至 
Ags =0.5; 
2) HA TBS, MATH; 


3) BR 30— 60min; 
4) 亚 色 后 以 双 蒸 水 洗 膜 。 


免疫 胶体 金 信和 叶 的 银 增强 [9] 


1) SHEA TRS 洗 膜 两 次 ， 各 5min; 

2) 双 蒸 水 洗 膜 Imin; 

3) 将 膜 温 泡 于 银 增强 液 中 1 一 2mintt; 

4) 水 洗 腊 Imin; 

5) 定 影 液 中 定 影 10min。 

胶体 金 显 色 为 红色 ， 银 增强 后 为 黑色 。 胶 体 金 使 用 前 应 短暂 
离心 (2S0 一 4000 x g) DL 2: PR BER B) LEES Snm 金 颗粒 较 
15nm 4 URL HY iS 3E BAA) 


9.2.4.3 "STIS HE 


5) 标记 系统 由 于 同位 素 操 作 和 处 理 很 不 方便 ， 加 之 半衰期 
短 ， 需 多 次 洗 膜 以 消除 背景 ， 显 色 时 间 长 ， 费 用 高 ， 所 以 不 常 使 
用 [3]。 蛋 白质 A 也 不 如 二 抗 理 想 ， 因 为 蛋白 质 A 不 能 识别 所 有 
种 属 的 IgG 及 IgG 的 不 同 亚 型 ， 且 同 抗 体 的 结合 通常 为 单价 结 
A, 

HEAR RR I[ 后 ， 以 !5I- 二 抗 或 ;I 蛋白 质 A 
替代 酶 标 二 抗 。 加 入 放射 性 标记 蛋白 后 的 所 有 溶液 均 舌 按 放射 性 
BEL RE XR 1U5 1 标记 蛋白 的 用 量 为 5 一 10mCiC0 或 2 一 5x 105 
cpm!) , 


检测 [30 


1) 彻底 干燥 硝酸 纤维 素 膜 ， 用 放射 性 墨水 在 膜 的 一 角 做 记 
号 或 用 放射 性 标记 的 蛋白 质 分 子 量 标准 品 。 
2) HRSA BRE. 
3) -70C 下 使 用 增 感 屏 曝光 (如 Kodak 公司 产 X 光 胶片 )。 
4) MH. 
* 180 a 


9.2.5 总 蛋白 质 染 色 


膜 总 蛋白 质 染色 可 帮助 监测 转移 效率 ， 确 定 免 疫 化 学 法 检 出 
的 条 带 。 实 验 中 ， 最 好 将 ! ~2 个 瀛 道 的 腊 进 行 总 蛋白 质 染 色 以 
监测 转移 效率 ， 其 他 部 分 进行 免疫 印迹 分 析 。 现 广泛 使 用 的 硝酸 
纤维 素 膜 总 蛋白 质 染 色 的 方法 包括 氨基 黑 法 、 印 度 墨 计 法 和 丽 春 
红 S 法 。 上 述 三 种 组 离子 染料 在 尼龙 膜 上 可 形成 非特 异性 结合 ， 
染色 效果 不 佳 ， 但 使 用 生物 素 - 亲 和 素 - 辣 根 过 氧化 物 酶 法 可 在 尼 
龙 膜 上 获得 满意 结 提 。 胶 体 金 染 色 灵 人 敏 度 最 高 。 


检测 水 平 
氨基 黑 -30ng/ 条 带 
Ep BE TK -6ng/ 条 带 
增强 胶体 金 -400pg/ 条 带 [31 
牛 物 素 -10— S0ng/d& t L7 


9.2.5.1 氨基 黑 染 色 


1) 0.1% RES 10B5% 异 两 醇 /10% 乙 酸 染色 Imn; 
2) 25% FARBAO% ZAR ”脱色 30min; 

以 水 或 TBS 洗 膜 ， PARON 
5.2 MEWE 


1) 0.5% Tween-20/1TBS HERR RIK, K Smin; 
2) 在 la MESIM MAK PEE € P 2h; 
3) Rak pilis RUBLE, K 5min, 


9.2.5.3 丽 春 红 S 染色 
1) 0.2% 8H HEL SA3%TCAA3% 磺 大 水 杨 酸 中 染色 5 ~ 


lOmin; 


2) LA TBS HERA; 


9. 


w 
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3) WEH S Be GU BT Me oe UEG fo IM D? 
9.2.5.4 总 蛋白 质 染色 注 意 事项 


1) 在 甲醇 溶液 中 ， 阴 离子 染料 染色 可 使 硝酸 纤维 素 膜 变 皱 ， 
印度 墨水 法 无 此 效应 ; 

2) 印度 墨水 染色 会 掩盖 可 检 出 的 放射 性 淳 灭 现象 [520]; 

3) 某 些 蛋 白条 带 因 不 同 染 色 方 法 而 差异 着 色 ， 如 酸性 蛋白 
只 在 pH3 一 5 时 被 胶体 金 着 色 [41]; 

4) 丽 春 红 S 染色 灵敏 度 较 低 ， 且 红色 不 易 照 相 ， 但 丽 春 红 
染色 后 可 以 洗 去 ， 不 影响 继续 进行 免疫 检测 。 


9.2.6 ”免疫 印迹 清除 


免疫 印迹 清除 即 去 除 已 结合 的 一 抗 和 二 抗 ， 这 样 一 张 印迹 腊 
可 以 多 次 使 用 。 但 由 于 剧烈 处 理 可 能 丢失 某 些 表 位 。 


清除 缓冲 液 ，100ml 
6.25ml Imol/L Tris-HCl (pH6.8) 62.5mmol/L 
20mi 1096 SDS 296 
0.7ml 2-8i 3E ZF 100mmol/L 
73ml H,O 

9.2.6.1 MER 


1) 二 抗 显 色 后 或 放射 自 显影 前 ， 室 温 下 5% BUM /TBS 
中 钥 育 尼龙 膜 或 硝酸 纤维 素 腊 10min; 

2) 吸水 纸 吸 干 水 分 。5min 后 将 膜 放 在 另 一 张 吸 水 纸 上 ， 防 
止 膜 粘 在 吸水 纸 上 ， 

3) 将 干燥 的 膜 在 70C FFARR PH 30min, LR 
一 抗 和 二 抗 ; 

4) TBS 洗 膜 两 次 ， 每 次 10min。 再 次 进行 免疫 印迹 检测 前 ， 
硝酸 纤维 素 膜 应 在 5% 脱脂 奶粉 /上 TBS PMB Oh, EER 
应 在 10% 脱 脂 奶 粉 /TBS PREE 6~ 8h, 
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9.3 i it 
9.3.1 膜 的 储存 


D 为 防止 干燥 时 硝酸 纤维 素 膜 粘 在 吸水 纸 上 ， 可 先 将 膜 于 
脱脂 奶粉 ATBS PRES 10min， 用 吸水 纸 干 煤 Smin 后 ， 
B xd mk EDU, 

2) 转移 后 的 硝酸 纤维 素 膜 可 储存 至 一 年 后 再 进行 检测 fm)。 


9.3.2 转移 异常 


D 有 时 由 于 某 些 蛋 白质 恰好 处 于 等 电 点 ， 其 电 转 移 效率 很 
低 ， 这 时 应 使 用 其 他 转移 缓冲 液 H81， 强 碱 性 蛋白 质 如 组 
蛋白 、 溶 菌 酶 、 细 胞 色素 等 转移 效率 很 低 '”]。 

2) 对 于 含有 碱 性 蛋白 质 的 等 电 素 焦 凝 胶 ，SDS- 尿 素 凝 胶 或 
非 变 性 凝 胶 ， 电 转移 应 在 0.7% 乙 酸 中 反 向 进行 ， 即 向 
阴极 方向 转移 。 

3) 超出 膜 的 蛋白 质 结合 容量 可 导致 随后 检测 步 又 中 信和 号 的 
降低 [49 。 


9.3.3 免疫 印迹 的 其 他 应 用 


(D 表 位 作 图 2435 

(2) 结构 域 分 析 [3'53] 

(3) 斑点 印迹 

可 用 于 层 析 组 分 ， 薛 糖 梯度 或 脉冲 追踪 实验 的 分 

析 口 .24.48] 。 

功能 实验 中 和 蛋白质 复 性 

尽管 电 印 迹 蛋 白质 的 功能 实验 大 多 为 配 基 结 合 实验 ， 但 

随 着 蛋白 质 复 性 技术 的 进步 现 可 建立 其 他 特异 性 酶 学 实 

验 。 本 书 第 六 章 已 介绍 了 京 丙烯 酰胺 网 胶 中 的 酶 学 实验 

Jk, QAM. RRM. A, FUL RM. 

电 转 移 中 保存 酶 活性 的 过 程 包括 电泳 前 样品 的 处 理 ， 电 
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SEXERUBEREDUEPÉ, BRE ARORA. BAA Ik 
DU H AE h ER te Se oe OO a AN 
EDTA! 8) fu m 9 J pa HES) XE T a Ae Re EIB 3 
tiii RPS RP EERE EPR SDS?) , RAF EE 
ARES lr EEG TP eS (BR P wt), 
(5) 配 基 结合 
免疫 印迹 后 多 种 配 基 可 同 蛋 白质 进行 配 基 结合 实验 ， 包 括 ， 
DNAL8.27.381 RNA. gR RD, ga, m omm. 
53 $8. it gin). P5 调 116.18] 、 组 蛋 ge. 细 page) . 
GTPG31、 钙 离子 [7] ppmppiu, 
(6) 抗体 纯化 1036,45] 
(7) 直 膜 上 收获 蛋白 质 条 带 制备 抗体 [名 ,32] 
(8) RAMEE 
氮 基 酸 组 成 分 析 和 序列 分 析 。 
极 微量 蛋白 质 (10pmol) 转移 到 PVDF 膜 上 或 可 进行 氨基 
酸 组 成 分 析 [491 和 序列 分 析 [3]。 转 移 的 蛋白 质 或 多 肽 条 带 可 经 考 
马 斯 亮 蓝 染 色 后 切 下 进行 氨基 酸 组 成 分 析 或 序列 分 析 。 
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10.1 蛋白质 纯化 
10.1.1 引 a 


离子 交换 层 析 在 纯化 蛋白 质 的 层 析 手段 中 使 用 最 为 广泛 。 它 
对 蛋白 质 的 分 辨 率 高 ， 操 和 作 简 易 ， 重 复 性 好 ,成 本 低 。 按 照 离子 
交换 原理 ， 蛋 白质 可 从 大 量 缓冲 性 溶液 中 被 分 离 ， 所 以 此 方法 万 
适 于 蛋白 质 粗 提 物 的 初始 纯化 。 在 分 离 蛋 白质 时 ， 速 度 往往 是 很 
重要 的 ， 如 蛋白 酶 的 初始 分 离 和 不 稳定 蛋白 质 的 纯化 。 离 子 交 换 
层 析 提 供 了 很 多 加 速 分 离 的 手段 。 这 些 特点 使 离子 交换 层 析 成 为 
极 具 价 值 的 蛋白 质 纯 化 手段 和 设计 重 白质 纯 化 方案 时 可 行 性 很 强 
的 出 发 点 。 

可 进行 离 于 交换 的 强 白 质 在 实验 条 件 下 必须 有 单一 电荷 。 溶 
液 中 单一 电荷 的 蛋白 质 可 被 离子 交换 树脂 上 的 小 离子 置换 GES 
蛋 和 白质 末端 离子 的 交换 ); 周 定 在 树脂 上 。 通 过 提高 溶液 中 相反 
离子 浓度 或 降低 蛋白 质 所 带电 荷 数 等 方法 可 将 蛋白 质 从 树脂 上 洗 
脱 下 来 。 利 用 此 法 ， 可 根据 不 辐 蛋 白质 电荷 性 质 不 同 而 将 其 分 离 
本 来。 

车 已 知 恒 身 质 的 等 电 点 ,蛋白 质 分 离 的 起 始 策 略 就 很 容易 制 
定 了 。 如 果 是 未 知 蛋 白质 ， 遂 过 离子 交换 预 实验 可 得 到 很 多 关于 
全 身 质 的 生物 物理 信息 并 指导 进一步 的 纯化 处 理 。 


10.1.1.1 离子 交换 原理 


(1) 蛋白 质 的 等 电 点 是 进行 离子 交换 层 析 的 重要 依据 
邮 等 电 聚 焦 电 泳 一 样 ， 离 子 交换 层 析 法 利用 不 同 蛋白 质 
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表面 电荷 性 质 的 不 同 达到 分 离 、 纯 化 恤 白 质 的 目的 。 在 
pH 值 近 中 性 的 溶液 中 ， 暴 露 的 精 氨 酸 、 组 氮 酸 、 赖 氨 
酸 残 基带 正 电荷 ， 而 天 门 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 残 基 则 带 负 电 
fr. WR pH 值 一 定 ， 同 种 蛋白 质 的 净 电 荷 就 一 定 。pH 
值 较 低 ， 净 电荷 一 般 为 负 ; pH 值 较 高 ， 净 电荷 则 趋向 
AnE (ORBI 10.1)。 若 溶液 中 蛋白 质 所 带 正 电荷 与 负电 
荷 相 等 ， 净 电荷 为 零 ， 则 此 时 溶液 的 pH 值 即 为 这 种 蛋 
白质 的 等 电 点 〈pI)。 进 行 离子 交换 层 析 的 最 佳 溶液 pH 
值 一 般 与 蛋白 质 的 等 电 点 相差 一 个 单位 。 这 可 使 蛋白 质 
的 净 电 荷 量 既 可 保证 将 其 结合 在 离子 交换 树脂 上 ， 又 不 
需 在 洗 脱 时 采用 使 洗 陪 液 的 离子 强度 很 大 或 与 原 溶液 
pH SHE BAS ARH. 
离子 交换 剂 与 蛋白 质 的 结合 
离子 交换 剂 以 自身 所 带 相 反 电 荷 与 蛋白 质 的 净 电 荷 结 
合 。 标 准 的 离子 交换 剂 由 大 量 带电 荷 的 例 链 和 不 溶性 的 
树脂 结合 而 成 。DEAE 等 阴离子 交换 树脂 侧 链 电荷 为 
IE; CM 等 阳离子 交换 树脂 例 链 电荷 为 负 。 
DEAE - CH,CH)N*H (CH;CH3)2 
CM - CH,COO™ 
若 蛋白 质 所 带 净 电 荷 为 负 ， 则 需 用 阴离子 交换 树脂 进行 
纯化 ; 反之 则 使 用 阳离子 交换 树脂 。 树 脂 一 般 使 用 高 分 
子 材料 ， 如 琼脂 、 纤 维 认 和 不 同 交 连 度 的 聚 丙 烯 酰胺 
等 。 树脂 材 料 的 选择 将 在 10.1.2.2 中 讨论 。 
蛋白 质 纯化 的 一 般 程序 
蛋白 质 的 离子 交换 层 析 是 根据 蛋白 质 与 离子 交换 树脂 的 
选择 性 结合 。 和 蛋白 质 溶液 进入 离子 交换 柱 后 ， 与 离子 交 
换 树脂 无 亲和力 的 蛋白 质 被 洗 脱 。 余 下 的 蛋白 质 均 结合 
在 树脂 上 ， 但 与 树脂 的 亲和力 各 不 相同 ， 可 用 逐渐 增加 


” 洗 脱 液 中 NaCl 浓度 的 方法 将 其 逐一 洗 脱出 来 。 比 如 ， 


在 离子 交换 时 带 负 电荷 的 蛋白 质 取 代 了 与 阴离子 交换 树 


(4) 


(5) 


10.) 演 液 pH 值 对 蛋白 质 净 电荷 的 影响 


脂 结 合 的 氯 离子 而 被 国定 在 树脂 上 ， 此 时 溶液 申 的 毛 离 
子 浓度 若 为 0.1molA.， 则 当 毛 离子 浓度 提高 到 0.3 
mol/L 时 ,与 树脂 结合 力 较 弱 的 蛋白 质 将 被 洗 脱 ， 如 果 
ZEE SARA G 7 SEHR, EIB SUE T RE S He 
高 到 0. Smol/L. xkib Me n v BL dc Ba Tr T ERR 
蛋白 质 完全 的 分 离开 。 好 的 纯化 蛋白 质 策略 应 通过 改 灾 
实验 条 件 而 使 树脂 不 结合 目的 蛋白 ;只 吸收 杂质 。 
常用 蛋白 质 洗 脱 策略 

蛋白 质 通 过 静电 引力 可 逆 地 结合 在 离子 交换 树脂 上 。 使 
看 白质 与 离子 交换 树脂 间 离 子 键 打 开 的 常用 办 法 是 加 大 
FE BPO (counterion 一 般 为 NaCl) 的 浓度 。 Na* 、 
CL SRR (iF RMR, 当 它们 在 液 相 中 的 浓 
度 很 低 时 ， 可 以 轻易 的 从 离子 交换 树脂 上 游离 下 来 ， 不 
影响 蛋白 质 与 树脂 的 结合 ; 随 着 在 液 相 中 浓度 的 提高 ， 
它们 与 离子 交换 树脂 的 结合 力 变 强 ， 又 会 与 树脂 结合 而 
使 被 国定 的 盘 白 质 游 离 出 来 。 此 方法 效果 理想 、 成 本 
低 、 操 作 简 使 、 重 现 性 好 。 NaCl 溶液 洗 脱 法 有 两 种 方 
x. DHARA, BRP NaCl 浓度 阶段 性 提高 ; 
人 @ 梯 度 洗 脱 ， 利 用 梯度 仪 逐渐 加 大 洗 脱 液 浓 并 。 

不 同 反 荷 离子 对 洗 脱 的 影响 
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一 种 离子 交换 树脂 可 与 不 同 的 反 荷 离子 作用 以 达到 洗 脱 
蛋白 质 的 目的 。 如 与 DEAE 配合 使 用 的 就 有 Cl 、 
PO}. HCO; 等 。 不 同 的 离子 与 树脂 亲和力 不 同 ， 其 
强 弱 关系 见 表 10.1。 如 果 某 种 离子 溶液 洗 脱 效果 个 好 ， 
可 用 另 一 种 亲和力 强 的 离子 代替 。 

2101 反 荷 离子 和 活 度 关系 


阳性 竞争 离子 : AgUeCS! >K >NHI > Na >H* >Li* 
阴性 资 争 离子 : 1 NO;DPOS > CN > HSO >C > HCO; > 
HOCOO- »CH,COO' 2OH^ >F- 


其 他 蛋白 质 洗 脱 策略 

离子 交换 时 改变 液 相 中 缓冲 体系 的 pH 值 是 一 种 降低 蛋白 
质 与 树脂 亲和力 的 办 法 。 对 于 阳离子 树脂 交换 体系 ， 液 
相 pH 值 降低 ， 蛋 白质 与 树脂 的 亲和力 会 变 弱 ; 提高 液 相 
pH 值 则 会 减弱 阴离子 树脂 交换 体系 中 蛋白 质 与 树脂 的 亲 
和 力 。 亲 和 和 力 的 减弱 是 因为 蛋白 质 所 带 净 电荷 的 减少 
( 见 图 10.1)。 将 液 相 中 的 缓冲 体系 pH 值 调整 到 与 蛋白 
质 的 等 电 点 相近 时 ， 蛋 白质 几乎 不 会 与 离子 交换 树脂 结 
合 ， 很 容易 被 洗 脱 。 利 用 此 法 发 展 起 来 的 色谱 聚焦 法 就 
是 通过 判断 蛋白 质 的 等 电 点 以 区 分 不 同 蛋白 质 的 。 在 文 
献 (11. (31. [5] 均 对 色谱 聚焦 法 进行 了 描述 并 制定 了 
有 效 的 实验 方案 。 如 果 没 有 色谱 聚焦 专用 树脂 和 缓冲 液 ， 
体系 pH 值 的 变化 会 暂时 的 改变 溶液 的 离子 强度 。 改 变 缓 
冲 体系 pH 值 的 方法 在 实践 中 并 不 常用 。 

缓冲 液 

离子 交换 用 的 缓冲 液 必须 慎重 选择 ， 若 缓冲 能 力 不 够 
强 ， 导 致 液 相 pH 值 的 波动 ， 会 影响 蛋白 质 与 树脂 的 结 
& (RM 10.1)。 如 前 所 述 ， 缓冲 体系 一 定 要 控制 液 相 
pH 值 与 蛋白 质 等 电 点 相差 一 个 单位 。 在 溶液 pH 值 与 


S vp (Pas ERO pK, 相差 一 个 单位 时 ， 缓 冲 体系 的 组 
冲 能 力 达 到 极限 。 若 溶液 所 要 求 pH 值 与 一 缓冲 体系 中 
弱酸 的 pK, 相差 在 0.4 个 单位 以 内 ， 此 缓冲 体系 就 是 一 
个 很 好 的 选择 。 为 了 进 -- 步 提高 缓冲 体系 的 缓冲 能 力 ， 
反 荷 离子 的 离子 强度 应 高 于 10 一 20mmol/L。 层 析 用 组 
冲 体 系 所 带电 荷 种 类 应 与 离子 交换 树脂 相间 ， 和 否则 缓冲 
物质 会 与 树脂 结合 ; 降低 缓冲 能 力 ;， 引起 溶液 的 pH 值 
变化 。 表 10.2 列 出 了 --- 些 常用 的 离子 交换 层 析 用 缓冲 


液 。 
表 10.2 离子 交换 层 析 用 缓冲 液 
pk, 可 控制 pH 值 范围 绥 冲 液 
“用 于 阳离子 交换 树脂 体系 
3.8 3.4-4.2 FRA vp i 
4.8 4.4—5.2 乙酸 缓冲 液 
6.2 5.8--6.6 MES 
6.6 6.2~7.0 ADA 
7.2 6.8-7.6 MOPS 
用 于 阴离子 交换 树脂 体系 
6.0 5.6 -6.4 HARAR 
7.8 7.4 -8.2 三 乙醇 胺 缓冲 液 
8.1 7.7 -8.5 Tris 
8.8 8.4-9.2 一 乙醇 胶 缓 冲 液 
9.5 9.1 -9.9 c, BER v a 


* AXE [5] 和 文献 【7]. 


10.1.1.2 一 般 指引 


利用 离子 交换 户 析 纯化 蛋黄 质 在 一 开始 应 做 好 两 个 决定 中 
选择 最 佳 的 离子 交换 树脂 和 缓冲 体系 ; @@ 如 何 洗 脱 蛋白 质 。 本 节 
中 ， 我 们 将 为 此 提供 一 些 线索 。 
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(1) 树脂 和 缓冲 体系 的 选择 


1) 


* 


2) 


* 


(2) 


蛋白 质 的 等 电 点 已 知 

离子 交换 树脂 的 选择 以 层 析 条 件 下 蛋白 质 所 带 净 电荷 为 
根据 。 带 负电 荷 的 蛋白 质 会 与 带 正 电荷 的 阴性 离子 交换 
树脂 结合 ; 带 正 电荷 的 蛋白 质 会 与 阳性 离子 交换 树脂 结 
So WR pH 值 高 于 蛋白 质 等 电 点 时 ， 蛋 白质 净 电 荷 为 
负 ， 反 之 则 为 正 。 

蛋白 质 的 等 电 点 决定 了 其 在 一 定 pH 值 的 溶液 中 所 带 净 
电荷 。 为 了 使 蛋白 质 与 树脂 的 结合 力 强 弦 适 中 ,溶液 
pH 值 应 与 蛋白 质 的 等 电 点 相差 一 个 单位 。 一 种 等 电 点 
为 6.9 的 看 白质 可 在 pH 值 为 5.9 的 溶液 中 以 了 离子 交 
dest ON CM Sepharose CL-6B ILHE pH 值 为 7.9 的 
溶液 中 以 阴离子 交换 树脂 〈 如 DEAE Sepharose CL-6B) 
进行 层 析 。 

最 佳 的 pH 值 还 应 保证 蛋白 质 的 稳定 性 和 活性 ， 为 此 而 
进行 的 小 量 试验 是 必需 的 。 

蛋白 质 的 等 电 点 未 知 

确 六 蛋白质 等 电 点 最 常用 的 方法 是 等 电 聚 焦 电泳 。 通 过 
氨基 酸 序列 推测 出 的 等 电 点 常 与 表 观 等 电 点 相差 一 个 单 
位 。 

Pharmacia( 人 推荐 了 一 个 当 蛋 白质 因 不 纯 而 不 能 进行 等 
电 聚 焦 电 泳 时 确定 溶液 pH 值 的 简单 方法 。 此 时 应 测定 
蛋白 质 活性 ， 具 体 pH 值 选择 步骤 见 下 文 。 

离子 交换 层 析 中 溶液 pH 值 的 选择 

在 九 个 试管 中 各 放 人 Im 阴性 离子 交换 树脂 《如 DEAE 
Sepharose C1.-6B)。 

用 10ml 0.5mot/L, pH 值 为 5.0 的 缓冲 深 液 润 洗 一 号 
试管 i0 次 后 ; WAS 10mmol/L NaCl 的 缓冲 液 平衡 树 
脂 。 二 号 试管 以 pH 值 为 5.5 的 缓冲 液 同 法 处 理 ; 以 后 
各 试管 所 用 缓冲 液 pH 值 依次 增加 0.5 个 单位 。 


3) 
4) 


5) 
6) 


(3 


— 


4) 


5) 


去 掉 多 余 缓 冲 液 ， 保 证 各 试管 中 缓冲 液 高 出 树脂 量 为 
Imla 

向 各 试管 中 加 入 100] 蛋白 质 溶 液 。 

混 匀 试管 中 物质 ， 放 置 几 分 钟 。 

检测 上 清洲 中 是 否 存 在 目的 蛋白 。 

离子 交换 层 析 的 最 佳 实验 条 件 围绕 蛋白 质 性 质 而 制定 ， 
还 要 顾及 到 不 要 使 溶液 pH 值 与 蛋白 质 等 电 点 相差 太 
远 。 这 些 条 件 应 使 蛋白 质 的 洗 脱 不 需要 很 特殊 的 条 件 。 
选择 条 件 时 ， 正 式 洗 脱 后 均 顷 用 浓度 更 大 的 NaCl 溶液 
再 次 洗 脱 以 判断 洗 脱 效果 ， 蛋 白质 活性 也 须 进 行 测定 。 
对 一 些 与 阴性 离子 交换 树脂 无 反应 的 特殊 蛋白 质 ， 可 用 
阳性 离 了 交换 树脂 (如 CM Sepharose CL-6B) 重复 试 
验 。 若 仍 不 结合 ， 则 将 蛋白 质 粗 提 液 直接 通过 阴 、 阳 离 
子 交换 树脂 联合 体 即 可 达到 纯化 日 的 。 

洗 陪 条 件 的 选择 

合适 的 反 荷 离子 可 以 大 大 简化 蛋 和 质 的 纯化 。 缓冲 体系 
选 定 后 ， 就 该 进行 反 和 荷 离子 的 选择 试验 了 、 以 下 是 … 个 
实例 。 

JH] & SOmmol/. Tris 缓冲 液 (pH 4823 7.9). LOmmol/L 
NaCl 的 溶液 平衡 10ml DEAE-Sepharose CL-6B 离子 交 
36 $3 T o 

TEJUT ACE PEMA Im 离子 交换 树脂 。 

用 含 0.1molL NaCl, SOmmol/L Tris 缓冲 液 (pH 值 为 
7.9) 的 溶液 10ml 润 洗 二 号 树脂 十 次 ,使 树脂 与 
0. 1mol/1 8&3 NaCl 平衡 。 

同 法 处 理 三 诗 九 号 树脂 ， 但 泣 洗 液 中 NaCl 浓度 由 三 至 
九 S 依 次 OW: 0.2mol/Li 0.3mol/Li 0.4mol/L; 
0.5mol/L; 0.6mol/L; 0.8mol/L; 1.0mol/L. 

去 掉 多 余 溶 液 ， 保 证 各 试管 中 溶液 高 出 树脂 和 量 为 1mi。 
向 各 试管 中 加 入 10000 蛋白 质 溶液 。 
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7) 
8) 


混 匀 试管 中 物质 ， 放 置 几 分 钟 。 

检测 上 清 液 中 是 否 存 在 目的 蛋白 。 

随 着 溶液 中 NaCl 浓度 的 增加 ， 上 清 液 中 将 会 出 现 和 蛋白 
质 ， 此 时 溶液 中 NaCl BTE RE — RE 7S 0.4mol/L 左右 比 
较 合适 。 著 溶液 中 NaCl 浓度 在 0.1molXL 这 样 低 的 水 
平时 上 清 液 中 就 含有 蛋白质， 就 需要 改变 pH 值 以 提高 
蛋白 质 与 树脂 的 结合 力 了 。 在 此 试验 中 ， 可 将 pH AR 
高 0.2 个 单位 到 8.1。 若 溶液 中 NaC 浓度 很 高 时 蛋白 
质 仍 无 法 洗 陪 ， 调 整 pH 值 使 之 接近 和 蛋白质 等 电 点 会 降 
低 蛋 白质 与 树脂 的 结合 力 ，、 不 过 选择 另 一 种 竞争 能 力 更 
强 的 离子 《如 PO?) 将 会 在 更 温和 的 条 件 下 改进 试 
验 。 

车 且 的 蛋白 在 NaCl 浓度 仅 低 于 合适 的 洗 脱 液 的 洗 柱 溶 
液 中 仍 吸 附 在 树脂 上 ， 则 此 溶液 可 用 于 洗 柱 以 除去 与 树 
骨 结 合 能力 较 弱 的 杂 和 蛋白。 例如 当 目 的 蛋白 质 在 
0. 5mol/L NaCl 溶液 中 被 洗 脱 时 ，0.3mol[L 的 NaCl 溶 
液 很 可 能 适 于 洗 柱 。 层 析 中 洗 脱 时 间 过 长 时 可 能 导致 部 
分 目的 蛋白 的 损失 ， 过 于 简略 的 洗 脱 则 可 能 遗留 过 多 的 
杂质 。 

吸附 于 离子 交换 树脂 上 的 蛋白 质 可 以 用 梯度 和 步 进 两 种 
方式 洗 脱 。 步 进 式 的 优点 在 于 操作 简便 、 重 现 性 好 ， 送 
用 于 分 辩 率 要 求 不 高 或 洗 柱 用 液 NaCl 浓度 与 洗 脱 液 差 
别 很 大 的 情况 。 梯 度 洗 陪 适 于 分 开 结 合 能 力 相 近 的 蛋白 
质 ， 可 用 分 步 梯 度 洗 脱 或 上 述 实例 的 方法 鉴定 被 洗 脱 的 
蛋白 质 。 在 梯度 洗 脱 中 ， 当 蛋白 质 峰 将 要 出 现时 ， 洗 出 
液体 积 应 是 树脂 体积 的 五 至 十 倍 ; 而 分 步 梯度 洗 脱 所 用 
洗 赔 液体 积 可 以 是 树脂 体积 的 三 至 十 售 。 洗 脱 液 浓度 达 
到 1mol/L 时， 几乎 所 有 的 蛋白 质 将 全 部 析出 。 若 纯化 
精度 要 求 不 高 ， 批 量 洗 脱 将 节省 大 量 时 间 。 


10.1.2 Jr % 
10.1.2.1 3 = 
(1) 基本 层 析 试验 装置 


图 10.2 为 一 套 标准 的 离子 交换 层 析 装置 。 一 个 简单 的 
装置 可 用 于 进行 一 些 初步 的 探索 工作 ; 而 大 量 的 常规 分 
离 工 作 可 由 更 正规 的 系统 完成 。 本 节 所 讨论 的 基本 体系 
适合 大 多 数 情况 下 的 和 蛋白质 纯化 。 

层 析 柱 : 树脂 一 般 装 在 玻璃 或 塑料 管 中 ， 底 部 由 一 个 多 
PILÈR Xie. SILA SH MOE PDE, PE 


层 析 流 
Ayr 


紫外 监测 


部 分 收集 器 
10.2 ” 商 子 交换 层 析 装 置 
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2) 


3) 


4) 


为 死 体积 ， 这 里 可 能 发 生 样品 的 重新 混合 ， 使 分 辩 率 降 
低 。 柱 项 最 好 安装 一 个 流量 调节 器 ; 它 会 使 样品 溶液 或 
缓冲 溶液 平缓 的 进入 树脂 ， 对 样品 输入 尤其 有 好 处 。 加 
压 层 析 时 必须 使 用 流量 调节 器 。 高 精度 分 高 要 求 柱 高 为 
柱 直 径 的 四 至 五 倍 ; 一 般 的 快速 分 离 柱 高 只 需 为 柱 直 径 
的 一 至 两 倍 即 可 。 成 品 离子 交换 柱 有 商品 出 售 。 

管道 : 储 样 器 、 离 子 交 换 柱 和 部 分 收集 器 之 间 用 软 管 连 
SE, RAE. ROR ZRA ARE. 
部 分 收集 器 : 部 分 收集 器 根据 系统 运行 时 间或 洗 脱 液 流 
出 滴 数 自动 地 在 柱 出 口 处 更 换 收集 撼 。 当 部 分 收集 器 根 
据 运 行 时 间 更 换 收集 瓶 时 ， 洗 脱 液 流 出 速度 的 变化 会 导 
致 不 同 收集 瓶 收集 溶液 量 不 同 ， 可 用 蠕动 泵 解决 此 问 
题 。 洗 脱 液 中 蛋白 质 浓度 的 差别 会 使 柱 中 流出 液 滴 体 积 
发 生变 化 ， 所 以 根据 流出 液 滴 数 更 换 收 集 瓶 也 不 能 保证 
各 收集 瓶 中 液 量 一 致 。 

紫外 检测 器 .紫外 检测 器 检测 洗 脱 蛋白 质 与 多 肽 的 紫外 
吸收 峰 ， 可 迅速 得 到 洗 脱 液 中 的 蛋白 质 成 分 。 部 分 收集 
器 收集 的 洗 脱 液 也 可 用 紫外 分 光 光 度 计 或 其 他 方法 检 
测 。 

记录 仪 : 记录 仪 可 记录 紫外 检测 器 得 到 的 紫外 吸收 峰 。 
缓冲 液 存储 器 :常用 烧杯 或 锥 形 瓶 作为 储存 缓冲 液 的 容 
器 。 

GAR: 蠕动 泵 使 溶液 迅速 而 平缓 的 流 过 高 子 交换 柱 ， 
谨防 柱 内 发 生 堵塞 ,否则 会 导致 压力 积累 ; 其 至 发 生 柱 
管 破裂 的 现象 。 

梯度 仪 : 梯度 洗 脱 用 的 梯度 仪 可 以 购买 或 用 两 个 娆 杯 和 
若干 连 管 自己 制作 《 见 5.2)。 

简单 的 离子 交换 层 析 系统 

用 滴 管 制 成 的 简单 离子 交换 柱 可 满足 初步 筛选 或 低 精 
度 、 少 量 的 蛋白 质 分 离 的 要 求 。 滴 管 下 口 用 玻璃 纤维 赛 


ft. 按 上 述 方法 加 入 树脂 制 成 离子 交换 柱 。 可 用 手持 
Iml 收集 管 收集 洗 脱 液 。 

(3) 自动 系统 | 
高 压 下 运行 的 自动 层 析 系 统 适 于 长 期 多 次 进行 蛋白 质 分 
离 。 它 还 有 加 速 层 析 和 提高 重 现 性 的 能 力 。 本 节 讨论 的 
内 容 只 适 于 低 成 本 的 蛋白 质 初 纯 化 和 要 求 较 低 的 分 离 。 


10.1.2.2 离子 交换 树脂 的 选择 


如 1.1.1 所 述 ， 阴 离子 交换 树脂 用 于 处 理 净 电荷 为 负 的 蛋 F 
质 ; 阳离子 交换 树脂 用 于 处 理 净 电荷 为 正 的 蛋白 质 。DEAE- 或 
CM-Sepharose 等 琼脂 基 的 树脂 对 很 多 蛋白 质 都 是 适用 的 。 一 些 
常用 树脂 列 于 表 10.3。 

表 10.3 ”一 些 常用 的 离子 交换 树脂 

WT 尼 析 速度 ES pH 

mg/ml cm/min ËW 
DET XAR 3-10 12.5 1-14 
HET X-it kR 2-170 1.7 2-14 
BAR Sf SRARSE HER 10-160 0.17 — 2-12 
HSS XR TERA 2-110 2~9 
.阴离子 Gig 80-90 3 I~] 
J X- de HERR 45 20.3. 2-9.5 
BIN Xue kR 15-50 12.5 2-H 
.阳离子 XB 10-120 2 2-14 
Rig) g^ (ru edm 90 — 100 3 1-4 
SHS Gu ES ET 0.4 —15 5~ 14 
MAT XE IE 45 20.3  4.5-10 
RS XE GREER 7-140 6~ 10 
,阴离子 X-it EGER 3-120 6.7-11.72-12 
MAT XG ERY  1.2—80 2-10 
AŞT X- kaa 60 12.5 3~l4 
\、 附 离子 Xhe 8-110 2-10 
\ 阳 离子 GUAXU 100 6 I~tl 


5 B 类 型 PAAR RE 


DEAF Sepharose Fast Flow 
DEAE Sepharose CL-6B 
DEAE Scphace T 

DEAE Sephadex A-50 
DEAF Trisacry! M 
DEAE Bio-Gel A 

CM Sepharose Fast Flow 
CM Sepharose CL-6B 
CM Trisacryl M 

Bio-Rex 70 

CM Bio-Gel A 

CM Sephadex C-50 

Q Sepharose Fast Flow 
QAE Sephadex A-50 

SP Sepharuse Fast Flow 
SP Sephadex C-50 

SP Trisacryl M 


(1) 


(2) 


(3) 


(4) 


(5) 


离子 交换 树脂 的 类 型 

离子 交换 树脂 除了 以 阴 、 阳 分 类 外 ， 还 分 为 强 离子 交换 
树脂 和 弱 离 子 交 换 树 脂 。 强 离子 交换 树脂 在 大 部 分 pH 
范围 内 离子 化 程度 都 很 高 ， 弱 离子 交换 树脂 在 工作 pH 
值 时 高 子 化 程度 则 很 低 。 强 离子 交换 树脂 用 于 高 子 交换 
中 液 相 pH 值 很 高 或 很 低 的 情况 。 过 去 大 多 数 户 析 试验 
都 是 用 弱 离 子 交换 树脂 进行 的 ， 但 强 离 子 交换 树脂 能 提 
供 更 好 的 重 现 性 。 

一 个 重要 的 离子 交换 树脂 是 羟基 础 灰 石 。 它 使 用 磷酸 钙 
结晶 作为 离子 交换 剂 ， 可 处 理 酸 性 和 碱 性 蛋白 质 [2]。 
EMRE 
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足够 的 时 间 吸 附 在 树脂 上 。 过 高 的 层 析 速度 虽然 可 节约 
时 间 ， 但 也 会 降低 试验 精度 。 

树脂 吸附 容量 

树脂 吸附 容量 是 评估 某 种 树脂 处 理 焉 白质 量 的 一 种 标 
准 ， 其 单位 是 毫克 蛋白质/ 毫升 树脂 。 可 由 它 决 定 层 析 
时 使 用 树脂 量 。 在 高 精度 层 析 时 最 好 只 使 用 树脂 最 高 吸 
附 容 量 的 10% 一 20% 。 同 样 的 树脂 其 吸附 容量 对 于 高 
分 子 量 蛋白 质 要 比 对 于 低 分 子 量 蛋白 质 低 ， 这 是 因为 低 
分 子 量 蛋 白质 与 树脂 的 结合 点 更 多 。 

树脂 的 溶 胀 

Sephadex 等 一 些 材 料 会 被 高 压 所 压缩 ， 或 在 离子 条 件 
改变 时 膨胀 或 萎缩 。 这 样 的 树脂 需要 再 生 。 树 脂 的 膨胀 
会 使 层 析 柱 的 处 理 复杂 化 。 新 的 树脂 材料 大 多 数 已 克服 
了 这 一 问题 。 

对 pH 值 的 稳定 性 

如 果实 验 中 pH 值 很 低 或 很 高 ， 树 脂 一 定 要 具有 与 之 相 
当 的 稳定 性 。 而 且 此 时 弱 离 子 交 换 树 脂 的 离子 化 程度 会 
很 小 ， 应 选用 强 离子 交换 树脂 。 


10.1.2.3 PEREA AE HA 


层 析 柱 的 准备 可 分 三 个 步骤 : CD 使 干燥 的 树脂 溶 胀 ; @ 将 
树脂 装 人 柱 中 ; © 用 无 蛋白 质 的 样品 缓冲 液 浸泡 树脂 达到 交换 
平衡 。 为 保持 蛋白 质 的 活性 ， 试 验 可 存 4C 下 进行 ， 此 时 所 有 设 
备 和 试剂 均 应 冷却 至 AC, HIRE. 

(1) 使 树脂 溶 胀 

商品 树脂 为 十 燥 的 粉 未 ， 必 须 用 样品 缓冲 液 浸泡 使 之 溶 
BK, lg 树脂 在 溶 胀 后 体积 可 达 5 一 5S0ml。 

D 将 干燥 树脂 以 大 约 十 倍 体 积 量 的 样品 缓冲 液 浸 泡 (如 

10g 树脂 + 100ml 样品 缓冲 液 )。 

2) 者 沸 lh 以 上 或 浸泡 若干 小 时 至 若干 天 ， 使 树脂 充分 湿 

润 。 者 沸 时 适量 多 加 入 样品 缓冲 液 ， 保 证 上 样 缓冲 液 不 
REF o 
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分 与 样品 缓冲 液 成 分 差别 不 大 。 

溶 胀 过 程 中 不 要 使 用 搅拌 磁 子 ， 它 会 将 树脂 打 成 小 碎 
片 。 

将 树脂 装 柱 

在 装 柱 之 前 ,树脂 即 须 用 样品 缓冲 液 浸泡 以 达 平 衡 。 浸 
洗 树 脂 有 时 需要 数 十 倍 于 柱 体积 的 样品 缓冲 液 ， 这 样 可 
以 节约 大 量 时 间 。 装 柱 用 的 树脂 凝 胶 应 为 一 份 体积 干 树 
脂 与 一 人 纷 体积 样品 缓冲 液 的 混合 物 。 高 精度 层 析 时 柱 高 
应 为 柱 直径 的 4~5 信 ， 对 一 般 层 析 而 言 ， 柱 高 只 需 为 
柱 直径 的 2 倍 。 在 装 柱 时 一 定 要 非常 说 慰 。 装 柱 必 须 一 
次 性 完成 ， 否 则 会 严重 影响 蛋白 质 分 离 的 精度 与 重 现 
性 。 一 个 树脂 储存 器 可 以 提供 足够 一 次 性 装 柱 的 树脂 量 
( 见 图 10.3)。 
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1) 


2) 


3) 


BUT SI 


PERSE 


存储 器 


Egit 


沉降 树脂 


FEMI 
图 10.3 ”树脂 存储 器 


在 烧杯 中 用 样品 缓冲 液 浸 洗 树脂 。 搅 拌 mn, WE pH 
值 。 若 pH 值 与 原样 品 缓冲 液 不 同 ， 倾 注 掉 大 部 分 样品 
缓冲 液 ， 加 入 新 样品 缓冲 液 ， 重 新 搅拌 和 测量 pH 值 。 
这 一 步骤 叫 部 分 平衡 ， 它 可 以 减少 树脂 在 层 析 柱 中 正式 
平衡 的 时 间 ; 

若 在 室温 下 进行 层 析 ， 将 树脂 真空 抽 气 th 以 除去 其 中 
的 小 气泡 ， 抽 气 时 摇动 层 析 柱 有 助 于 气泡 的 赶 出 ; 

在 层 析 柱 中 加 和 人 少量 样品 缓冲 液 ; 


4) 


5) 


6) 


7) 


(3 


— 


打开 层 析 柱 出 口 ， 导 出 少量 上 样 缓冲 液 以 赶 出 层 析 柱 底 
部 的 空气 ; 

勾 树 脂 ， 用 一 根 玻璃 棒 将 其 导 人 层 析 柱 ， 不 要 带 人 气 
泡 ; 
打开 层 析 柱 出 口 ， 在 树脂 堆积 时 加 人 更 多 的 样品 缓冲 
ik; 

可 用 一 个 适配器 进行 装 柱 。 确 定 没有 气泡 进入 柱 中 ， 它 
们 会 影响 层 析 速度 ， 甚 至 使 层 析 停止 ; 

装 柱 时 ， 长 层 析 柱 可 稍微 倾斜 。 值 得 注意 的 是 ，-- 些 树 
脂 慢 速 装 柱 的 效果 比较 好 ， 这 样 的 树脂 有 葡 聚 糖 凝 胶 树 
脂 等 ; 而 另 -一些 树脂 ， 如 琼脂 凝 胶 树 脂 ， 最 好 快速 装 
柱 。 
使 树脂 达到 交换 平衡 
装 柱 之 后 ， 用 样品 缓冲 液 最 终 润 洗 和 树脂 ， 使 其 pH AA 
离子 强度 最 终 达 到 实验 要 求 ， 并 将 树脂 洗 到 基线 水 平 。 
在 这 一 步 中 使 用 的 样品 缓冲 液 一 般 不 超过 树脂 体积 的 
10 倍 。 将 样品 缓冲 液 的 pH 值 和 电导 率 与 洗 脱 液 进行 比 
较 ， 确 保 树脂 已 达到 平衡 。 


10.1.2.4 样品 上 柱 


(1) 


(2) 
1) 


样品 的 准备 

样品 溶液 首先 要 通过 离心 分 离 或 用 0.45pm 孔径 滤纸 过 
滤 而 成 为 淤 清 溶液 。 注 意 不 要 在 这 一 过 程 中 使 目的 蛋白 
损失 。 溶 解 蛋 白质 的 样品 缓冲 液 离子 强度 最 好 低 于 
50nmol/L。 可 用 凝 胶 过 滤 法 、 透 析 法 或 超 滤 法 达到 此 
Hg. BERGE ELEGIR I UE n] Ob FEE —- 7 Jr ES 
注意 : 车 日 的 蛋 各 在 溶液 中 浓度 过 大 ， 在 局 部 发 生 NaC 浓度 波动 或 pH 
值 过 高 或 过 低 时 ， 很 可 能 有 损失 。 所 以 日 的 蛋白 浓度 最 好 低 证 I0mg/m。 
进 样 

打开 层 析 柱 底部 出 口 ， 将 上 样 缓冲 液 引 入 柱 中 ， 直 至 液 
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2) 
3) 


4) 
5) 
6) 
7) 


面 达到 树脂 表面 〈 见 图 10.4)。 关 闭 层 析 柱 底部 出 口 ; 


图 10.4 ”样品 的 加 入 


用 移 液 管 将 蛋白 质 溶液 缓慢 的 加 在 树脂 面 上 ; 
打开 层 析 柱 的 出 口 ， 让 看 白质 溶液 进入 树脂 ， 当 溶液 表 
面 与 树脂 表面 重合 时 ， 关 上 层 析 柱 的 出 口 ; 
在 树脂 表面 缓慢 的 滴 加 少许 上 样 缓冲 液 ; 
重复 步骤 C 的 操作 ; 

重复 步骤 D 的 操作 ， 并 将 层 析 柱 挂 起 ; 

之 后 就 可 以 进行 蛋白 质 的 层 析 和 洗 脱 了 。 
注意 ; 加 入 征 何 试剂 时 均 不 要 产生 气泡 ， 否 则 会 影响 蛋白 质 的 分 离 。 加 
人 溶液 时 可 将 滴 管 边 加 溢 液 边 均匀 地 沿 柱 管 做 圆周 滑动 ， 使 溶液 平缓 的 
AARIKE. HARRA DETERS R, 


190.1.2.5 洗 柱 和 目的 蛋白 的 洗 脱 


在 洗 脱 任何 结合 蛋白 质 之 前 ， 使 样品 缓冲 液 持续 流 过 高 子 交 
换 树脂 柱 ， 可 带 走 不 与 树脂 结合 的 蛋白 质 ， 使 之 与 吸附 在 树脂 上 
的 蛋白 质 分 离 。 这 一 步骤 一 般 要 使 用 3 一 10 倍 于 树脂 体积 的 样品 


ok. 


检测 流出 液 的 蛋白 质 浓 度 或 光 密 度 是 必要 的 。 当 有 微量 


蛋白 质 出 现时 ， 蛋 白质 的 洗 脱 就 应 开始 了 。 
如 前 所 述 ， 蛋 白质 的 洗 脱 分 为 步 进 洗 脱 和 梯度 洗 脱 。 步 进 洗 脱 


时 ,每 一 
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阶段 离子 强度 的 增加 不 必 一 致 ， 如 用 NaCl 溶液 洗 脱 


AY, HD = 4 BEAR, NaCl ARERR A: O.1mol/L, 0.5mol/., 
1.0mol/L (ALES 10.5)。 梯 度 洗 脱 时 洗 脱 液 的 离子 强度 是 逐渐 增 
加 的 ， 如 将 洗 脱 液 中 的 NaC! 浓度 从 0.02mol/L 逐渐 增加 到 
L.Omol/L (RE 10.6)。 梯 度 洗 脱 可 使 不 同 蛋 和 白质 的 分 离 更 彻 
Re, PE PREBLE fe RE, 加 快速 度 。 但 分 步 梯 度 洗 脱离 
子 强度 变化 过 大 时 ，-- 些 蛋白 质 将 无 法 分 离 。 
进行 精确 的 蛋白 质 分 离 或 两 种 蛋白 质 等 电 点 相近 时 ， 梯 度 洗 
脱 是 必要 的 。 步 进 洗 脱 可 在 预 试验 或 上 是 的 蛋白 洗 出 后 采用 。 
(1) 步 进 式 洗 脱 {图 10.5) 
D 在 层 析 柱 中 通过 310 倍 于 树脂 体积 的 洗 脱 液 《 如 
20mmol/L Tris-HCl, 0. Imol/L NaCl 溶液 )。 
2) 使 洗 脱 液 面 与 树脂 床 面 平 齐 、 这 样 可 以 保证 在 加 入 不 同 
浓度 的 洗 脱 液 时 NaC] 浓度 的 变化 不 出 现 偏差 。 
3) 将 洗 脱 液 换 为 第 二 种 浓度 ; 重复 1)、2) 步 操作 。 


0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 的 
ARP A R 


图 10.5 步 进 式 洗 脱 的 洗 脱 液 吸 光 曲 线 


(2) 梯度 式 洗 脱 
梯度 式 洗 脱 的 洗 柱 缓冲 液 总 用 量 应 为 树 巾 床 体积 的 5 一 
10 倍 。 
D 将 离子 强度 较 低 的 洗 脱 液 〈20mmol/L Tris-HCl, 
+ 205 + 


0.02mol/L NaCl) 放 在 梯度 仪 离 层 析 柱 较 近 的 一 端 ， 
离子 强度 较 高 的 洗 脱 液 (20mmol/L Tris-HCl, 
1.0mol/L NaCl) 放 在 另 一 端 。 装 洗 脱 液 的 两 个 容器 应 
该 一 样 ， 溶 器 中 的 液 面 高 度 也 须 相同 。 确 保 梯 度 仪 中 
没有 气泡 。 开 动 低 浓度 洗 脱 液 容器 中 的 电磁 搅拌 器 ， 
将 梯度 仪 装 在 层 析 柱 上 。 

2) ”用 部 分 收集 器 收集 洗 脱 液 并 检测 其 成 分 。 


吸收 峰 d 


0.8 ~ — — — [NaCl} ag 
一 


0 5 10 15 :20 25 30 35 40 45 50 55 60 
部 分 收集 管 编号 


图 10.6 ”梯度 式 洗 脱 的 洗 脱 液 豚 光 曲 线 


10.1.2.6 离子 交换 树脂 的 再 生 和 依存 


使 用 过 的 树脂 在 储存 前 必须 进行 清洗 和 加 和 人 防腐 剂 。 树 脂 的 
再 生 是 指 去 掉 在 实验 中 最 后 与 树脂 牢固 结合 的 物质 使 得 树脂 能 再 
次 使 用 。 在 不 同 离子 强度 溶液 的 溶 胀 效应 影响 下 保持 稳定 的 树脂 
可 以 直接 在 层 析 柱 中 再 生 ， 葡 聚 糖 树 踢 (Sephadex) 等 在 不 同 溶 
液 中 溶 胀 情况 不 同 的 树脂 再 生前 应 从 层 析 柱 中 取出 ， 之 后 再 重新 
装 柱 。 若 在 上 次 层 析 中 树脂 里 积累 了 大 量 碎 屑 ， 也 应 从 层 析 柱 中 
取出 再 生 。 

高 浓度 的 NaCl 溶液 (如 1-2mol/L AY NaCl 溶液 ) 可 使 大 部 
分 树脂 再 生 。 油 脂 等 少数 与 树脂 紧密 结合 的 物质 可 用 低 浓度 的 碱 
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TAR (AO. 1mol/L 的 NaOH R HE) RAS COL 10.4) BE 
E. 
H10.4 ”离子 交换 树脂 再 生 用 试剂 


沿 了 交换 树脂 标准 洗 脱 试剂 严格 洗 脱 试剂 
Sephadex 2molA, NaCl RER 0. 1mol/L NaOH RIEN TA 2:488 
DEAE Sephacel — 2mol/L. NaCl 溶液 0.1mol/L NaOH RALA F AHR A 
Sepharose (mol/L. NaCl 溶液 0.5~2.0mol/1. NaOH 
Trisacryl ] - 2mol/L NaCl 溶液 0. Lmol/ T. NaOH zk 3E S FA HE 2i fj 
Bio-Rex 0. 5mol/L NaOH 


阴离子 交换 树脂 可 储存 在 0.00296 BE HE CORA RAM 
烷 ) 缓冲 溶液 中 。 阳 离子 交换 树脂 可 储存 在 0.005 90 Bi BL 9E np 
溶液 中 。 
EM: 硫 柳 示 或 其 他 重金 属 阳离子 化 合 物 与 释 氨 化 合 物 混合 会 发 和 爆炸]。 
一 些 树 脂 可 通过 高 压 灭 菌 抑制 微生物 的 生长 。 


10.1.2.7 一 些 常见 问题 


(1) 层 析 速 度 太 慢 
可 能 原因 及 解决 方法 : 

。 关 小 层 析 柱 出 口 ， 再 打开 。 

。 若是 气泡 阻挡 了 洗 柱 缓冲 液 的 流动 ， 可 通过 增加 柱 压 并 
用 指甲 轻 项 柱 壁 的 方法 以 除去 气泡 。 确 保 在 引入 任何 溶 
液 时 不 要 产生 气泡 。 

。 树脂 顶部 出 现 沉淀 物 。 此 时 应 刊 掉 顶部 1 ~ 2em 的 树 
脂 ， 换 之 以 新 的 树脂 。 更 加 仔细 的 过 滤 蛋 和 白质 溶液 或 在 
层 析 时 使 用 去 垢 剂 。 

。 树脂 的 支撑 物 发 生 粘 连 。 在 样品 蛋白 质 损失 量 允 许 的 情 
况 下 ， 支 撑 物 应 取出 并 清洗 。 

。 树脂 被 压 紧 。 葡 聚 糖 等 随 溶液 离子 强度 变化 而 膨胀 的 树 
脂 可 能 会 发 生 这 一 现象 。( 见 10.1.2.2 离子 交换 树脂 的 
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选择 ) 

层 析 柱 太 细 。 对 于 性 能 较 好 的 树脂 、 柱 高 只 需 为 直径 的 
两 倍 即 可 得 到 理想 的 层 析 效 果 。 

细小 颗粒 堵塞 了 层 析 柱 。 

泵 的 连接 管 漏 气 。 更 换 新 连接 管 。 

层 析 柱 出 口 处 管道 堵塞 ， 更 换 或 清洗 管道 。 
树脂 中 滋生 微生物 。( 见 10.1.2.6 离子 交换 树脂 的 再 生 
和 储存 ) 

蛋白 质 不 与 树脂 结合 

可 能 原因 及 解决 方法 : 

初始 上 样 缓冲 液 离子 强度 过 大 。 降 低 初始 上 样 缓冲 液 离 
子 强度 ， 还 应 仿照 10.1.1.2 上 样 缓冲 液 pH 值 选择 试 
验 进行 离子 强度 的 选择 试验 。 

树脂 pH 值 因 解吸 作用 而 发 生变 化 。 注 意 看 白质 等 电 点 
的 计算 值 往往 与 实验 值 差别 很 大 。 
树脂 未 进行 适当 平衡 。 

再 生 的 树脂 未 洗 兆 。 

纯化 蛋白 质 的 产 率 低 

成 功 的 看 白质 纯化 产 率 应 为 60% 一 80% ， 以 下 为 产 率 
过 低 的 可 能 原因 及 解决 方法 : 

树脂 上 的 蛋白 质 未 洗 净 。 可 采用 增强 溶液 离子 强度 ; 更 
换 活性 高 的 反 荷 离子 或 使 用 去 垢 剂 等 方法 解决 。 

pH 和 值 不 合适 。 车 缓冲 体系 的 pH 和 值 与 县 的 蛋白 的 pl 值 
相差 太 远 ， 昌 的 蛋白 与 树脂 的 结合 会 过 于 牢固 。 

和 蛋白质 发 生 沉淀 。 这 可 能 是 因为 缓冲 体系 pH 值 过 于 接 
WEAK pl A; 溶液 离子 强度 过 低 或 溶液 过 度 稀释 。 
和 蛋白质 在 初步 过 滤 时 有 损失 。 

蛋白 质 或 辅助 因子 在 层 析 时 有 损失 。 为 确定 这 一 点 ， 需 
将 各 部 分 洗 脱 收集 液 集 中 后 测 蛋 白质 活性 。 

恒 白 质 水 解 酶 破坏 了 县 的 蛋白 。 


* 树脂 中 有 微生物 滋生 。 
(4) 蛋白 质 分 辨 效果 差 
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— 
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可 能 原因 及 解决 办 法 : 
层 析 时 溶液 流速 太 快 。 
层 析 柱 过 短 。 
上 柱 重 白质 过 多 ,减少 上 样 量 。 
梯度 洗 脱 时 洗 脱 液 浓度 变化 太 快 。 
和 蛋白质 可 在 脱离 层 析 柱 后 再 次 混合 。 尽 量 减 少 树脂 支持 
物 与 部 分 收集 器 间 的 管道 体积 。 
不 均匀 的 装 柱 以 至 产生 碎 悄 ;上 样 和 洗 脱 时 的 错误 焰 
作 。 
树脂 未 进行 适当 平衡 。 
树脂 中 有 微生物 滋生 。 
蛋白 质 洗 脱 的 重 现 性状 
可 能 原因 及 解决 办 法 : 
层 析 柱 的 平衡 不 彻底 。 
洗 脱 液 的 离子 条 件 或 pH 值 不 一 致 ， 这 对 梯度 洗 脱 的 影 
响 尤 其 大 。 
蛋白 质 发 生 沉 演 。 彻 底 清洗 层 析 柱 ， 去 除 和 任何 可 能 导致 
和 蛋白质 沉淀 的 杂质 ， 过 滤 蛋 白质 溶液 。 
蛋白 质 在 储存 时 变性 。 重 新 测定 蛋白 质 活性 ， 必 要 的 话 
改变 蛋白 质 鱼 存 条 件 ， 
纯化 时 蛋白质 失 活 
可 能 原因 及 解决 办 法 : 
某 个 辅助 因子 或 -- 部 分 蛋白 质 有 损失 。 混 合 部 分 收集 
B. WHE. 
2R AE BUB EE PA RE 
树脂 中 滋生 的 微生物 破坏 了 蛋白 质 。 
蛋白 质 活性 高 于 纯化 前 
可 能 原因 及 解决 办 法 : 
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。 测定 条 件 发 生 改 变 
。 某 中 抑制 剂 在 纯化 时 被 去 掉 了 。 可 混合 部 分 收集 液 ， 测 
定 活性 以 确定 这 一 点 。 


10.2 有 蛋白质 溶液 的 浓缩 


离子 交换 层 析 可 用 于 浓缩 蛋白 质 溶液 。 因 为 大 多 数 蛋 白质 的 
等 电 点 均 低 于 8， 所 以 它们 可 在 pH 值 为 8 的 弱 离 子 强度 溶液 中 
被 阴离子 交换 树脂 吸附 。 用 离子 强度 大 的 深 波 可 简单 的 将 它们 洗 
脱 下 来 ， 达 到 浓缩 的 目的 。 批 量 层 析 是 浓缩 蛋白 质 溶 液 有 效 的 手 
段 。 一 般 离子 交换 层 析 浓缩 的 回收 率 可 达 60% 一 80% ， 与 硫酸 
镀 沉 淀 法 相当 。 超 滤 法 深 缩 的 回收 率 则 可 达到 95% 。 以 于 为 离 
子 交 换 层 析 浓 缩 蛋白 质 的 步骤 ， 
1) 准备 离子 交换 树脂 ， 装 配 层 析 柱 ， 或 采用 批量 层 析 。1lml 
树脂 可 浓缩 20mg 蛋白 质 ; 
2) 用 20mmol/L Tris-HCl (pH8.0), 20mmol/L NaCl 溶液 
平衡 树脂 ; 
3) 加 入 样品 ; 
4) 使 两 倍 于 树脂 体积 的 20mmolL Tris-HCl. CpH8.0), 
20mmol/L NaCl 溶液 流 过 树脂 ; 
5) 用 20mmol/L Tris-HCl (pH8.0), Imol/L NaCl 溶液 洗 脱 
蛋白 质 。 


10.3 d E ET 


批量 层 析 的 特点 在 于 层 析 用 树脂 不 放 在 柱 中 ， 而 是 放 在 烧杯 
或 瓶子 的 容器 中 ; 通过 搅拌 或 播 动 而 混 匀 层 析 ; 以 过 滤 或 离心 的 
办 法 分 出 层 析 液 。 此 法 简单 快速 ， 适 用 于 对 蛋白 质 分 辨 率 要 求 不 
高 的 情况 。 也 是 浓缩 蛋白 质 的 有 效 手 段 。 

1) 在 烧杯 或 锥 形 瓶 中 平衡 树脂 ， 不 断 搅 拌 以 促进 平衡 ; 

2) 倾泻 掉 大 部 分 溶液 ， 保 留 的 溶液 量 要 使 树脂 能 轻松 的 搅 

拌 ; 
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3) 加 人 样品 ; 

4) WE Ih, EEEE SRIKANTA, PEARL: 

5) 过 滤 树 脂 ， 注 意 不 要 使 树脂 脱水 ; 

6) 用 原始 溶液 在 滤器 上 轻柔 的 润 洗 和 树脂 ; 

7) 将 树脂 重新 放 入 烧杯 中 ， 用 离子 强度 大 的 溶液 处 理 ; 

8) 过 站 树脂 ， 检 测 洗 脱 液 中 是 否 含有 蛋白 质 ; 

9) 若 有 必要 ， 用 离子 强度 更 大 的 溶液 处 理 树脂 ， 直 至 目的 
蛋白 被 洗 出 。 
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第 十 一 章 BBL 
11.1 和 蛋白质 的 纯化 


11.1.1 引 H 


凝 胶 过 滤 层 析 是 一 项 重要 的 蛋白 质 纯化 技术 ， 又 称 为 大 小 排 
阻 、 凝 胶 排 阻 、 分 子 得 或 凝 胶 过 滤 朗 析 吕 .9]。 这 种 方法 利用 分 级 
分 离 ， 而 不 需要 蛋白 质 的 化 学 结合 ， 这 就 明显 降低 了 因 不 可 逆 结 
合 所 致 的 蛋白 质 损 失 和 失 活 。 另 外 ， 可 利用 此 法 更 换 蛋 白质 的 组 
冲 液 或 降低 缓冲 液 的 离子 强度 〈 见 11.2)。 

在 蛋白 质 纯 化 操作 中 何 时 使 用 凝 胶 过 滤 ， 还 不 能 -- 概 而 论 ， 
有 时 纯化 到 某 一 步 时 适用 凝 胶 过 滤 。 

纯化 一 个 分 子 量 较 大 的 蛋白 〈 例 如 : 超过 100KD)， 纯 化 的 
第 一 步 可 使 用 凝 胶 过 滤 层 析 ， 选 用 适当 的 柱 填料 ， 可 使 目的 蛋白 
出 现 于 收集 液 的 前 面部 分 ， 而 所 有 的 小 分 子 量 蛋白 质 仍 保留 在 柱 
上 ， 这 样 就 完成 了 一 步 纯 化 。 如 果 已 采用 了 高 子 交 换 层 析 部 分 纯 
化 蛋白 质 ， 那么 凝 胶 过 滤 是 下 一 步 的 理想 纯化 方法 ， 办 为 这 两 种 
分 离 方法 在 原理 上 互补 。 

选择 罕 分 离 范围 的 填料 分 离 分 子 量 相 近 的 蛋白 质 可 以 得 到 一 
个 较 好 的 分 离 效 果 ; 而 分 离 一 个 分 子 量 未 知 的 蛋白 ， 则 需要 一 个 
宽 分 离 范围 的 填料 。 对 于 一 个 高 纯度 的 蛋白 质 ， 可 以 用 凝 胶 过 滤 
层 析 检测 它 的 活性 形式 是 单 体 还 是 宅 聚 体 。 总 之 凝 胶 过 滤 是 一 个 
可 用 于 蛋白 质 纯 化 任何 一 个 阶段 上 的 分 离 方 法 。 


11.1.1.1 凝 胶 过 滤 的 原理 


疑 胶 过 沁 层 析 是 根据 蛋白 质 分 子 大 小 不 同 而 达到 分 离 效 果 
22 。 


B), SREP SAK BIL, APRA TRE 
名 质 通 过 ， 而 大 分 子 蛋 饭 质 及 一 些 蛋 白 复 合 物 则 被 阻挡 在 外 。 因 
此 ， 高 分 子 量 的 蛋白 质 在 填料 颗粒 间隙 中 流动 ， 比 低 分 子 量 蛋白 
揭 早 地 被 洗 脱 下 来 〈 匈 图 11.1)。 最 大 的 蛋白 质 分 子 最 早 流出 柱 
子 ， 因 为 它们 在 到 达 柱 底 前 经 过 的 体积 最 小 。 中 等 大 小 的 蛋白 质 
可 以 进 和 人 填料 分 子 中 较 大 的 和 孔 内 ， 因 此 它们 晚 一 些 到 达 柱 底 ， 而 
小 蛋白 质 可 以 进入 所 有 填料 的 孔 内 ， 有 最 大 的 通过 体积 ， 故 最 后 
到 达 柱 底 。 
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图 [1.1 RRUREMHERTEA. KH 
空心 加 图 代表 凝 胶 ， 实 心 贺 轿 表示 蛋白 质 


WAS FRB AR QERA) MBH CORR) 之 间 的 分 
配 系数 Kd 来 表示 凝 胶 过 滤 层 析 的 特性 。 


_ Ve- Vo 
Kd = Vi 


Ve Jg BE -— 405 M Jt AT EE AI SE 4e t D DB Hh OR BT Rc G3 AE 
Bi Vo HEME ARR URL ZU fe] TE BRI RSH, Vi 为 层 析 柱 
VRE BURL ILA AR, Kd 为 蛋白 质 在 洗 脱 剂 和 凝 胶 之 间 的 
分 配 比 。 凝 胶 层 析 符 合 层 析 的 基本 方程 式 。 
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在 蛋白 质 纯化 方法 中 选择 凝 胶 过 滤 分 离 的 指标 必须 明确 ， 这 
些 指 标 应 该 是 对 蛋白 质 的 高 分 辩 宰 ,最短 的 屋 析 时 间 ， 低 样品 损 
耗 {尤其 在 用 于 分 析 时 ) 或 高 回收 率 。 根 据 这 些 目 的 可 选择 适当 
的 朗 析 装置 。 如 果 主 要 目的 是 达到 不 同 大 小 蛋白 质 的 最 大 限 庶 的 
分 离 ， 凝 胶 层 析 柱 必须 细 而 长 。 为 了 高 分 辨 率 ， 柱 高 应 该 是 柱 直 
径 的 20~40 倍 。 由 于 蛋白 质 不 会 结合 在 填料 上 ， 这 个 比例 适合 
TORERE aE SOR. 
有 必要 进行 预 实验 比较 分 离 效果 不 同 的 各 种 类 型 柱 填 料 。 另 
外 ， 级 小 颗粒 填料 和 较 低 的 流速 有 助 于 得 到 好 的 分 离 效 果 。 然 
而 ， 如 果 速 度 是 首要 因素 ， 则 分 辩 率 必须 作出 让 步 ， 或 者 仔细 选 
择 一 种 具有 相对 高 分 辩 率 和 相对 高 流速 的 树脂 。 
如 果 用 凝 胶 过 滤 层 析 进 行 小 量 样 品 的 分 析 时 ， 应 考虑 使 用 自 
动 化 高 分 辨 率 系 统 ， 如 pharmacia SMART™M， 如 果 要 求 好 的 重 
复 性 ， 推 荐 使 用 预 装 柱 和 自动 层 析 系统 。 
凝 胶 过 滤 层 析 还 可 用 于 以 下 几 个 方面 : 
(1) 分 子 量 测定 
蛋白 质 经 过 是 析 柱 时 ， 一 般 情况 下 不 会 与 填料 产生 任何 
物理 作用 ， 凤 此 可 以 用 疾 胶 过 滤 来 测定 蛋白 质 的 分 子 
量 。 然 而 ， 用 此 法 测定 蛋白 分 子 量 的 样品 必须 是 球 蛋 
白 ， 这 是 因为 分 子 量 标准 癌 本 身 大 多 是 球 蛋 白 。 如 果 一 
种 盾 状 蛋白 从 凝 胶 间 隙 被 洗 脱 下 来 ， 测 得 的 分 子 量 要 高 
于 其 实际 值 ; 如 果 杆 状 蛋 白 进入 了 树脂 的 微 孔 内 并 且 被 
压缩 ， 测 得 的 分 子 量 出 低 于 其 实际 值 ， 因 此 非 球形 蛋白 
用 此 法 测量 分 子 量 受到 了 限制 。 
为 了 排除 蛋白 质 几 何 形状 对 分 子 量 测定 的 影响 ， 一 般 策 
略 是 在 层 析 前 用 盐酸 股 或 尿素 处 理 使 蛋白 质 在 变性 条 件 
下 6]， 蛋 白质 的 三 级 结 梅 变 成 无 规则 的 卷曲 状 ， 这 样 
测 得 的 分 子 量 更 有 代表 性 。 可 是 有 关 塞 聚 体 的 亚 基 数目 
的 信息 将 无 法 得 知 。 

(2) 去 除 低 分 子 量 的 杂质 
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(3) 


(4) 


用 凝 胶 过 滤 层 析 可 以 快速 分 离 不 必要 的 放射 性 特质 ， 水 
RSA, FHS RR FSA CW 11.2)。 
SAA ih SR RP 9} SE 

更 换 蛋 白质 的 缓冲 液 

AUR ASCE HM RAR, WAR -蛋白 
质 可 被 洗 脱 进 入 -- 种 新 的 缓冲 体系 〈《 见 ti.2)。 首先 在 
重 所 上 样 前 ， 将 柱子 用 新 的 缓冲 液 简单 平衡 。 这 个 程序 
也 可 用 二 蛋白质 的 脱盐 使 高 离子 强度 缓冲 体系 中 的 蛋 
白质 交换 到 低 离子 强度 缓冲 体系 中 去 。 这 常 在 蛋白 质 进 
行 离子 交换 柱 层 析 前 使 用 ， 或 用 于 蛋白 质 在 高 盐 缓冲 液 
中 活性 下 降 的 情况 下 。 


(S) AREAS RRMA A) 
11.1.1.2 样品 分 离 操作 


个 适合 于 凝 胶 过 滤 层 析 分 离 主要 步骤 的 样品 例如 : 一 个 分 
F 章 为 50kD, 的 蛋白 质 使 其 溶解 后 体积 为 2ml， 浓 度 为 Smg/mi, 
JF ELTE pH8.0 BY Tris 缓冲 液 中 稳定 。 

(D 选择 填料 


— 


IRAE E ARAS RH ER. CETERA APA A BE EY Ee, 
例如 ， 对 于 一 个 SOkD, 的 重 白 质 ， 可 以 选择 Sephacryl 
S200 树脂 〈 袁 11.1)， 这 种 树脂 的 分 离 范 围 是 SkD, — 
2S0kl),、 这 个 范围 恰好 适合 于 SOkID 和 蛋白质 。 另 外 ， 如 
R 50kD, 蛋白 质 是 以 双 体 或 寡 事 体形 式 存在 ， 也 可 用 同 
一 树脂 得 到 分 离 ( 见 11.1.1.3)。 

确定 层 析 柱 的 尺 二 

任 庄 析 前 必须 计算 所 需 厦 料 的 体积 以 及 柱子 的 几何 形 
状 ，-: 般 分 析 分 离 或 分 级 分 离 的 上 样 量 是 柱 床 体积 的 
1% ~5%。 而 组 别 分 离 和 有 些 分 级 分 离 能 效 得 较 好 分 辨 
率 ， 样 唱 用 量 可 以 增加 。 倒 如， 脱盐 及 缓冲 体系 更 换 
时 ， 上 样 量 可 为 福 床 体积 的 15% 一 20%。 根 据 样品 的 
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上 样 量 ， 计 算 装 柱 所 需 填 料 的 量 ， 如 果 以 2% 的 柱 床 体 
积 加 2ml 样品 ， 则 需要 100ml 树脂 ， 为 了 得 到 一 个 好 的 
分 离 效 果 ， 柱 高 应 是 柱 直 径 的 20 一 40 倍 。 因 此 ， 将 
100ml 树脂 装 人 一 个 直径 为 1.Scm 柱 中 时 ， 柱 高 应 为 
56cm 左右 。 计 算 方 法 为 : 体积 = r2h，100ml= 100cm? 
=n (0.75cm)*xXh。 层 析 柱 细 长 ， 会 产生 管 壁 效 应 ， 
而 且 流 速 慢 ， 柱 太 粗 又 易 使 样品 稀释 ， 而 且 达 不 到 应 有 
的 分 离 效 果 。Scope (1994)[9 提 出 了 一 个 计算 柱 相 径 的 
公式 : 
柱 直 径 = (m0m) rh m 是 蛋白 的 质量 (mg) 
柱 的 长 度 = 柱 直径 x30 

Ki. ”可 利用 的 商品 化 凝 胶 过 滤 填 料 


分 离 范围 mut 
BRI A 名 称 BRED (kDa) (em/h) 
Bio-Rad Bio-Gel P-6DG RA 1 一 6 15~20 
Bio-Gel P30 ARERR 25—40  6~13 
Bio-Gel P60 RAMME 3~60 3~6 
Bio-Gei P100 RAR 5~100 3~6 
Bio-Gel A-Sm ET d 10—5000  7—25 
Bio-Gel A-15m BB 40—15000 7-25 
Bio-Gel A-50m 3059 100—50000 5-25 
pharmacia Sephacryl S-100HR — X-EEWLSEME HUA RE 1-100 20-39 


Sephacryl S-200HR — X-SEREIKII XLI HS EGRE $~250  20—39 
Sephacryl S-300HR. XX- 链 攻 聚 糖 / 双 丙 燃 酸 胺 10~ 1500 — 24— 48 


Sephadex G-25 BRE 1-5 2-5 
Sephadex G-50 LET] 1.5~30 2~5 
Sepharose CL-6B X XXE 10— 4000 30 
Superdex 75 FBS 3~70 7~50 
Superdex 200 HR 10~600  7~50 
Superose 6 交 联 琼脂 粮 5--5000 30 


"em/h- ml/h. con? 柱 截面 积 ， 表 中 所 引用 的 流速 是 推测 值 。 
(3) 选择 实验 用 的 缓冲 液 


* 216 > 


(4) 


{w 


(5 


(6) 


— 


(7 


(8) 


选择 相应 的 缓冲 液 ， 其 pH 值 、 离 子 强度 以 及 所 含 的 还 
原 试剂 ， 必 要 的 辅助 因子 都 要 有 利于 蛋白 质 的 稳定 。 一 
般 中 等 离子 强度 的 缓冲 液 有 助 二 消除 蛋白 质 与 凝 胶 可 能 
产生 的 相互 作用 , 但 有 时 为 了 某 些 特殊 目的 ， 可 使 用 高 
浓度 变性 剂 《如 Smol/L RS) 作为 缓冲 液 进行 蛋白 质 
的 分 离 。 

安装 层 析 装置 

有 关 凝 胶 过 滤 层 析 装 置 的 组 成 见 11.1.2.1， 按 图 11.2 
安装 。 

制备 凝 胶 并 装 柱 

见 11.1.2.2 节 关 于 柱 层 析 的 准备 工作 说 明 。 

Bit 

见 11.1,2,3 Wa AR f Pr E AA RR 
检测 人 蛋白质 分 离 的 组 分 

按照 目的 蛋白 的 特 人 性， 采用 活性 检测 、 免 疫 学 分 析 或 分 
子 量 测定 等 方法 需要 对 所 分 离 的 组 分 进行 检测 ， 酶 活力 
测定 是 蛋白 质 纯化 中 最 常用 的 、 专 一 性 强 的 检测 方法 ; 
免疫 印迹 法 是 通过 抗体 来 检测 蛋白 质 的 ， 它 比 活性 测定 
易 产 生 误 差 ， 应 用 时 应 注意 ; SDS- i A e RENI 
ik (SDS-PAGE) 可 用 于 蛋白 质 分 子 量 的 测定 ， 通 过 电 
泳 分 析 可 以 减轻 繁重 的 检测 量 及 缩小 测 活 范围 。 
结果 分 析 

层 析 过 程 中 ,如 果 和 蛋白 质 洗 脱 峰 出 现在 早期 ， 似 乎 很 尖 
A., 得 免不了 混 有 附近 的 杂 蛋 白峰 ;， 相反， 在 凝 胶 过 滤 
后 期 洗 脱 下 的 蛋白 质 峰 虽然 较 宽 ， 但 可 以 有 较 好 的 分 辨 
率 。 


11.1.1.3 凝 胶 过 滤 层 析 的 填料 


1》 前 面 曾 提 到 层 桥 实验 确定 的 指标 会 影响 填料 的 选择 ， 但 


主要 应 根据 被 分 离 蛋白 质 的 分 子 量 选 择 凝 胶 过 泪 填 料 。 
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目的 蛋白 分 子 量 应 该 在 填料 分 级 范围 的 中 间 (参考 表 


11.1)。 选 用 罕 范 围 树 脂 将 会 得 到 更 好 的 分 辨 为 ， 然 而 对 
于 一 个 未 知 蛋 白 ， 则 应 选用 宽 范 围 的 凝 胶 〈 例 如 : 
Sephaeryl S300)。 每 一 种 型 号 的 凝 胶 具有 一 定 的 选择 曲 
线 ， 它 表示 了 溶质 分 离 的 分 子 量 范围 。 以 葡 聚 糖 凝 胶 G- 
25 为 例 ， 它 分 离 的 分 子 量 范围 为 100 一 5000Da， 凡 分 子 
重大 于 5000 的 溶质 (Ka =0) 是 全 排 阻 ， 最 先 从 外 水 中 
洗 出 ; 而 分 子 量 在 100—500 的 溶质 (Kd =0~1) 可 在 
凝 胶 粒子 内 不 同 程度 地 自由 出 人 ， 依照 分 子 量 大 小 程序 
流出 柱 外 ; 分 子 量 小 于 100 的 溶质 (Kd —1) 完全 进入 
粒子 内 ， 最 后 流出 。 凝 胶 型 号 的 选择 还 要 考虑 是 组 别 分 
离 还 是 分 级 分 离 。 将 低 分 子 量 和 高 分 子 量 的 物质 分 离 的 
组 别 分 离 ， 要 使 高 分 子 量 物质 完全 被 排 阻 《Kad =0)， 小 
分 子 物质 完全 渗 人 凝 胶 内 (Kd = 1)。 例 如 ， 分子量 在 
30000 — 50000Da 的 蛋白 质 脱盐 ， 可 用 葡 率 糖 凝 胶 G50 或 
G25; 而 小 肽 低 分 子 量 物 质 〈1000 一 5000Da) 的 脱盐 ， 
可 用 葡 聚 糖 凝 胶 G-10 和 G-15。 分 离 分 子 量 比较 接近 的 
几 种 物质 的 分 级 分 离 ， 更 应 仔细 考虑 各 种 凝 胶 的 选择 曲 
Ro HM, HARRIK, RE ARKA RA E 
BE G-25 可 以 分 离 出 1 一 6 个 葡萄 精 单 位 的 纤维 素 糊 精 的 
低 率 糖 ， 它 的 分 子 量 范围 为 180 一 990Da， 人 恰 在 交 联 葡 聚 
糖 G-25 (100~5000Da) 工作 范围 之 内 。 利 用 凝 胶 层 析 
测定 分 子 量 时 ， 应 使 用 测定 样品 的 分 子 量 分 布 在 北 胶 选 
择 曲 线 的 线性 范围 内 ， 并 在 标准 分 子 量 曲 线 的 中 间 。 此 
外 ， 同 种 凝 胶 的 各 类 型 号 ， 其 选择 葛 线 互相 重合 。 也 就 
是 说 ,同时 有 几 种 型 号 可 以 供 选 用 时 ， 一 般 应 选用 排 阻 
极限 比较 小 的 。 这 样 ， 样 品 易于 洗 脱 ， 能 改善 大 分 子 样 
品 的 回收 ， 凝 胶 刚 性 较 强 ， 有 较 快 的 流速 。 

晨 析 凝 胶 的 选择 还 应 根据 分 离 样 品 和 洗 脱 剂 的 性 质 以 及 
操作 条 件 而 定 。 例 如 ， 凝 胶 层 析 常用 一 些 去 拍 剂 增加 某 
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些 蛋 白质 (如 膜 蛋 白 ) 在 水 溶液 中 的 溶解 度 ， 有 时 候 测 
定 分 子 量 也 要 用 到 去 垢 剂 ， 而 去 垢 剂 又 会 使 蛋白 质 结 构 
松散 。 因 此 ,应 选用 孔径 比 预 计 大 一 些 的 凝 胶 〈 如 
Sephacryl] S-200, Sephacryl S-300 以 及 Sepharose CL-6B 
等 )。 

HREM BRAS. RRR. RARE 
琼脂 糖 珠 。 葡 聚 糖 和 聚 丙烯 酰胺 适合 于 分 离 小 到 中 等 分 
子 量 的 蛋白 质 , 而 琼脂 糖 填料 具有 较 大 的 孔 ， 可 用 于 分 
离 较 大 的 蛋白 质 复合 物 。 有些 琼 脂 糖 填料 在 压力 作用 下 
IRER., AIE, EMAR SUE SER Sb) DRT 

在 选择 凝 胶 过 滤 填 料 时 还 要 考虑 填料 的 流速 ， 流 速 快 ， 
分 离 过 程 也 快 ; 而 流速 慢 能 够 得 到 分 辨 率 好 的 峰 。 有 不 
同 粒度 C.F. 48) 的 填料 可 供 研 究 者 在 衡量 速度 和 
分 辨 率 的 关系 时 自由 选择 。 粗 颗粒 填料 有 较 高 的 流速 ， 
而 细 颗 粒 填料 有 较 好 的 分 离 效果 。 至 今 从 未 出 现 过 分 离 
效果 好 的 填料 在 不 降低 分 辨 力 的 情况 下 而 提高 流速 的 情 
况 。 

11.1.2 2; 法 

11.1.2.1 i£ 备 


BREN ERR (WA 11.2)， 只 需要 一 根 柱子 经 
- 根 导管 与 分 部 收集 器 相连 。 一 个 向 层 析 柱 加 缓冲 液 的 自动 存 内 
器 ，-… 台 通过 加 卜 调 节 缓 冲 液 流 速 的 蠕动 泵 ， 还 有 一 台 紫 外 检测 
器 和 -- 台 记录 仪 ， 以 解决 所 有 含 绰 白质 收集 液 的 检测 和 记录 之 
To 

更 为 复杂 的 整体 层 析 设 备 已 经 商品 化 ， 研 究 人 员 可 以 根据 重 
白质 分 离 的 要 求 选 购 所 需 设 备 ， 由 于 标准 的 凝 胶 过 滤 层 析 运 行 时 
闻 较 长 ， 经 常 在 12h 以 上 ， 所 以 如 果 纯 化 蛋白 质 的 时 间 有 限 ， 则 
汀 选择 高 压 层 析 系统 。 然 而 标准 的 层 析 系 统 最 常用 而 且 在 大 多 数 
情况 下 ， 可 以 得 到 很 理想 的 结果 。 本 章 将 围绕 蛋白 质 纯化 实验 室 
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2 


~ 


3 


— 


层 析 流 
动 方向 


部 分 收集 器 
图 11.2 ARIRE 


常用 的 标准 “低压 ” 层 析 系统 及 方法 进行 讨论 。 

(1) ort 
凝 胶 过 滤 柱 带 有 一 个 多 和 孔 支撑 滤 片 ， 滤 片 下 的 “ 死 体 
积 ” 大 时 ， 被 分 离 组 分 之 间 重 新 混合 的 可 能 性 就 大 ， 其 
结果 会 影响 洗 脱 峰 形 ， 出 现 脱 尾 现象 ， 降 低 分 辩 力 。 精 
确 分 离 时 的 “ 死 体 积 ” 不 能 超过 总 柱 床 体积 的 0.1% ， 
可 用 玻璃 珠 填 满 支撑 滤 片 下 的 空间 或 尽 可 能 缩短 接头 以 
减少 “ 死 体积 ”。 

(2) 连接 导管 

连接 效 胶 过 滤 层 析 各 部 分 的 导管 应 该 有 一 定 柔 官 度 ， 一 
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(3) 


(4 


— 


(5) 


(6 


— 


(7) 


般 常 用 Teflon Tygon MERRE. 

分 部 收集 器 

插 有 收集 管 的 自动 分 部 收集 器 对 准 层 析 柱 的 出 口 处 ， 洗 
脱 液 经 分 部 收集 器 分 管 收集 ， 若 按 分 部 性 质 来 分 ， 有 记 
村 、 记 滴 、 记 重 和 国定 体积 等 。 

缓冲 液 贮 存 器 

存 贮 器 中 存放 着 洗 脱 缓冲 液 ， 并 经 导管 与 层 析 柱 相连 。 
它 可 以 是 一 个 烧杯 ， 或 一 个 撼 子 。 

RE OR 

t 3h RAR AE rp vic EM RE, DIR SENS 
可 以 承受 一 定 的 压力 ， 所 以 用 蠕动 泵 来 加 快 流速 。 
紫外 监测 仪 

紫外 监测 仪 直接 连 在 层 析 柱 出 口 处 ， 当 波长 为 280nm 
时 ， 洗 脱 液 经 过 监测 仪 时 ， 可 以 直接 检 出 蛋白 岳峰， 而 
峰 的 形状 被 记录 仪 描绘 出 ， 节 省 了 手工 检测 每 管 收集 液 
的 蛋白 含量 所 需 的 时 间 和 人 力 。 

记录 仪 

记录 仪 打印 出 紫外 监测 仪 测 出 的 吸收 峰 。 


1.1.2.2. 凝 胶 的 填 装 


(1) 


2) 


SEDE BO TRE 
如 果 凝 胶 是 脱水 的 下 粉 (HEU Sephadex) 在 使 用 前 需 
— ERE fn 10 份 的 缓冲 液 ， 原 则 上 应 将 凝 胶 颗 粒 放 人 
洗 脱 缓冲 液 中 。 
在 择 床 上 或 手动 搅拌 混合 ， 避 免 使 用 电力 搅拌 器 。 因 为 
机 械 朱 拌 力 会 导致 凝 腕 鞭 粒 破 型 成 碎片 ， 这 些 细 小 的 碎 
片 将 干扰 层 析 如果 出 现 细小 的 凝 胺 碎片 可 将 凝 胶 浆 虑 
iR. FERRARIS, ARL, BALK, APA 
相 不 再 混浊 为 止 。 
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3) 


4) 


ARAE 24h 至 数 天 ， 为 了 加 速溶 胀 ， 可 用 热 法 溶 
胀 。 即 在 沸水 浴 中 将 凝 胶 浆 逐 新 升温 至 近 沸 ， 这 样 可 加 
速溶 胀 平衡 ， 通 常 1 一 2h 即 可 完成 。 这 种 方法 不 但 省 
时 ， 还 可 以 排除 气泡 和 消毒 。 

无 论 凝 胶 是 否 需 要 溶 胀 ,为 了 防止 气泡 影响 层 析 ， 需 用 
IK BR RES RT RE HA 1h。 


(2) Xt 


1) 


2) 


3) 


4) 


5) 


6) 


将 层 析 柱 垂直 安装 在 无 直接 光照 、 无 空气 对 流 处 ， 以 忠 
止 由 于 温度 变化 使 层 析 柱 内 产生 气泡 。 通 常 放 在 专用 的 
层 析 冷柜 中 ; 

装 柱 前 取 3/4 体积 的 凝 胶 和 14 体积 的 缓冲 液 制 成 凝 胶 
X 

对 于 经 常 使 用 的 层 析 柱 ， 建 议 使 用 一 个 商品 化 的 流动 相 
接头 《flew adaptors)。 它 对 柱 床 表面 有 保护 作用 ， 还 可 
以 避免 样品 中 的 大 颖 粒 洗 人 凝 胶 中 ， 从 而 延长 层 析 柱 的 
寿命 ; 

将 缓冲 液 加 入 层 析 柱 ， 当 有 缓冲 液 流 出 时 关闭 柱 的 出 
口 。 这 样 可 以 排除 层 析 柱 中 支撑 滤 片 以 下 空隙 中 的 气 
泡 ; 

PHRF —ARH-RRRERMARRR, OAK 
成 ， 否 则 柱 床 不 均一 ， 尤 其 要 注意 在 装 柱 过 程 中 不 要 产 
生气 泡 ， 如 果 在 装 柱 早 期 出 现 气 泡 ， 可 用 一 玻璃 棒 搅 
动 ， 使 气泡 排出 ; 

当 凝 胶 装 到 柱 底 之 后 ， 打 开 柱 底 出 口 以 加 快 装 柱 进程 ， 
随 之 加 入 更 多 的 缓冲 液 ; 

将 层 析 柱 与 蠕动 泵 入 液 器 相连 接 ， 用 几 们 柱 床 体积 的 
缓冲 液 洗 淋 层 析 柱 ， 以 使 其 稳定 和 平衡 ; 

Sephacryl HR 和 Superose 凝 胶 以 不 同 的 流速 分 两 步 装 柱 
( 详 见 使 用 说 明 书 ); 

注意 任何 时 候 都 不 得 使 层 析 柱 缓 冲 液 流 于 ， 这 样 就 不 能 


进行 正常 层 析 分 离 了 。 


(3) 层 析 床 的 检查 


1) 
2) 


Ay SAE HE A — E SR ot Pm 
以 在 层 析 前 必须 仔细 地 检查 层 析 床 的 均匀 性 。 

用 眼 对 光 观 察 层 析 柱 有 无 气泡 和 裂纹 。 

用 2mg/ml 蓝 色 葡 聚 糖 溶 液 进 -- 步 精确 检查 居 析 床 的 均 
名 性 。 用 量 为 柱 床 体积 的 1% ， 两 倍 用 量 的 洗 脱 液 即 可 
将 蓝 色 洗 脱 下 来 。 常用 洗 脱 液 0.02mol/L AAE 8 
如 果 连 接 实 验 时 ， 必 须 避 免 盐 的 存在 ， 则 订 再 出 水 洗 
脱 。 车 微量 的 监 色 葡 诬 糖 吸附 于 效 胶 表面 时 ， 常 用 血清 
白 弄 白 溶液 洗 脱 。 

蓝 色 三 聚 糖 的 蓝 色 是 显而易见 的 ， 如 果 柱 子 装 的 好 ， 可 
见 到 蓝 色 区 党 均匀 平稳 地 通过 凝 胶 ， 而 不 留任 何 茶 纹 。 
如 果 是 Bio-Gel P 柱 ， 也 可 用 血红 蛋白 和 铁 蛋 白 代替 蓝 
色 葡 聚 糖 作为 检查 用 的 标准 参照 物 。 因 为 它们 也 是 有 色 
蛋白 。 蓝 色 葡 聚 糖 也 可 用 于 测量 蝴 析 柱 的 外 水 体积 ， 外 
水 体积 是 指 不 能 进入 凝 胶 中 的 任何 微 孔 的 大 颗粒 物质 从 
柱 上 洗 脱 下 来 的 所 需 的 洗 脱 液体 积 ， 外 水 体积 是 蛋白 项 
可 能 从 柱 上 被 洗 脱 下 来 的 最 小 必需 体积 ， 它 可 以 作为 预 
测 其 他 和 蛋白质 所 需 洗 脱 液 用 量 的 相对 标准 。 


11.1.2.3 样品 上 柱 及 洗 脱 
(1) 样品 .上 柱 


D 


2) 


蛋白 质 样品 应 该 高 度 浓缩 (10 ~ 20mg/mD), ARE 
Boh (适当 的 上 样 量 为 柱 床 体积 的 1% ~5%), LAE 
高 于 柱 床 体积 的 5%， 则 将 降低 分 离 效 果 。 而 低 1% 的 
柱 床 体积 并 不 提高 分 离 效 果 ， 此 外 样品 黏 诬 不 能 太 高 ， 
否则 会 使 层 析 区 带 不 稳定 各 流速 无 规律 ， 导 致 区 带 变 宽 
REH, 

上 样 前 ,样品 须 经 孔径 内 0.2pm 的 滤 膜 过 滤 或 在 
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3) 


10000 x g 离心 min， 以 除去 干扰 层 析 的 残渣 。 

选择 的 缓冲 液 应 该 有 利于 蛋白 质 活性 的 保持 并 可 防止 非 

特异 的 蛋白 质 之 间或 蛋白 质 与 凝 胶 之 间 的 相互 作用 。 一 

般 低 离子 强度 的 盐 溶 液 (20 一 100mmolML)， 足 以 阻 断 

非特 异 的 离子 间 相 互 作 用 。 在 某 些 情况 下 ， 蛋 白质 与 凝 

胶 之 间 会 产生 梳 水 性 相互 作用 ， 这 时 不 应 该 用 高 离子 强 

ERRAR. 

层 析 柱 经 平衡 后 ， 待 平衡 液 流 至 床 表面 以 下 1 一 2mm 

时 ， 关 闭 出 口 。 不 允许 流 干 ， 柱 干 后 必须 重 装 ; 

用 加 样 器 将 样品 加 至 柱 床 表面 以 上 2 一 3cm 时 ， 接 上 恒 

ERRI, 并 打开 出 口 ， 使 样品 渗入 胶 内 。 样 品 加 完 

后 ， 用 小 体积 的 洗 脱 液 洗 表面 1 一 2 次 ， 尽 可 能 少 稀释 

样品 。 当 样品 接近 流 干 时 ， 像 加 样品 那样 仔细 地 加 入 洗 

脱 液 ， 至 床 表 面 以 上 2-—5cm Bj. BIH ERR 

开始 层 析 。 以 上 所 有 操作 步骤 都 须 时 刻 注意 层 析 表面 的 

均 句 性。 

注意 : 

亿 加 样 时 不 能 用 一 般 痛 管 ， 要 用 下 口 较 大 的 滴 管 ， 以 免 滴 管 头 所 产生 的 
压力 搅 混 柱 床 表 面 。 

从 加 样 操作 要 热 练 而 仔细 ， 吉 免 挑 混 柱 床 表 而 、 在 平衡 时 柱 床 表面 澡 常 
会 出 现 凹 陷 现 银 ， 因 此 必须 检 告 柱 床 表面 是 否 均 邱 ， 如 果 不 符 合 要 求 ， 
WRAPPERS HARE, LARARE, FRAY, 

Qin dh i 7s de A FR AA Eb CIS [d] tA, CHE Gb 
BLA Sk d B HC OER, REACTOR STAT PL FE HERE BO 
再 打开 出 口 ， 使 样品 浴 人 层 析 床 。 如 果 样 品 比 重 不 驶 大 时 ， 可 在 样品 
du Ad ae ERES CER PR HEX US 


(2) 样品 洗 脱 


1) 
2) 


3) 
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缓冲 液 流 经 屋 析 杜 进行 洗 脱 直至 目的 蛋白 被 检 上 出 为 止 ; 
通常 用 蠕动 泵 控制 屋 术 柱 的 流速 ， 使 用 泵 的 压力 不 要 超 
过 凝 胶 的 耐 受 程度 ;， “ 

由 于 凝 胶 过 滤 层 析 经 常 需要 进行 数 小 时 以 上 ， 为 了 避免 


BRAT, EAEARORN, TERRA SHE 
Es A FLA n — 48 SC HEIC SRR OSE, BR 
冲 液 先 流 经 软 管 再 到 达 柱 内 (图 11.3); 

理想 的 样品 回收 率 可 高 达 85% 以 上 ; 

低 流速 可 提高 峰 的 分 辩 力 ; 


缓冲 液 储存 器 
动 方向 


图 11.3 ”避免 层 析 柱 流 干 的 连接 管 示意 图 


关于 蛋白 质 分 子 量 测定 (主要 是 非 变 性 条 件 下 的 球 蛋 
ÉD) 可 以 通过 对 和 蛋白质 标 准 品 的 凝 胶 过 滤 柱 层 析 来 解 
决 。 但 此 法 不 能 用 于 变性 条 件 下 的 分 子 量 测定 。 用 标准 
蛋白 的 洗 脱 体积 对 其 分 子 量 的 对 数 作 图 得 到 一 条 标准 曲 
线 。 用 未 知 蛋 由 的 洗 脱 体积 到 标准 曲线 上 可 查 出 相应 的 
5 T RU, 


11.1.2.4 层 析 柱 的 再 生 与 保存 


由 于 凝 胶 不 可 能 与 蛋白 质 结合 ， 轴 此 从 凝 胶 上 除去 蛋白质 不 
是 一 件 难 事 。 通 常用 稀 的 氢 氧 化 钠 或 非 离子 型 去 拆 剂 清洗 可 除去 
大 部 分 的 结合 物质 ( 见 表 11.2)。 然 而 避免 层 析 福 污染 的 最 有 效 
方法 是 进 样 前 将 样品 过 滤 以 及 用 新 过 滤 的 缓冲 滚 进行 层 析 。 
hi2 ”一 些 效 胶 过 涉 填 料 的 再 生 


BEBE 再 生 处 理 
Bio-Gel P 3% HO» 
Bio-Gel A 0.01% —- Z 3E BR ME 
Sephacryl HR 0.2 —0.5mol/L NaOH 或 非 离子 型 去 垢 剂 
G-type Sephadex 非 离子 型 去 垢 剂 或 0.2molML NaOH 
Sepharose CL 0.5mol/L NaOH 或 1% 非 离子 型 去 垢 剂 
Superose 0.1~0.2mol/L. NaOH 


如 果 经 过 以 上 标准 程序 洗 洪 ， 某 些 污 染 物 仍 不 能 清除 时 ， 可 从 柱 
中 倒 出 社 脂 ， 按 下 述 方法 进行 特殊 处 理 后 ， 再 重新 装 柱 。 用 
24% 乙 醇 或 30% 乙 膊 对 层 析 柱 洗 脱 过 夜 可 除去 政 水 蛋白 ; 用 
30% ~ 50% 乙酸 洗 脱 或 用 mg/ml # BAM CBF 0.5mol/L 
NaCl 和 0. 1mol/L 乙酸 ) HEE TEES ER ISETS TOT ERR KE 
B. HREUKREBLAERE n] 2r RRR PARR EREA., HI 
TE rbi (10mmol/L Tris-HCl, Immol/L EDTA pH8.2) 洗涤 
mH) ARKAT EREM, EJH B TA E Nam in. 
0.2% ~1% NP-40 或 Lubrol 洗 脱 过 夜 可 洗 去 脂 类 物质 。 

层 析 柱 须 保 存 于 含 防腐 剂 的 缓冲 液 中 并 放置 在 低温 环境 下 ， 
这 样 有 助 于 防止 微生物 滋生 。 通 常 在 缓冲 液 中 加 人 0.0296 EC 
钠 可 防止 微生物 生长 。Sephacryl HR 或 Sepharose CL 可 用 20% 
乙醇 保存 。 有 些 秦 胶 可 采用 高 压 灭 菌 防 止 微生物 生长 。 
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11.1.2.5 it it 


VA FAS T ERER GEUEJZ eA Hi ERR - - 些 问 题 以 及 解决 方 


x. 


(D 


* 


层 析 柱 的 流速 低 

FER OU FARA, FTA HORN Gy. 

管 中 有 气泡 限制 了 洗 脱 液 的 流速 。 增 加 柱 庄 清除 气泡 ， 

并 用 手指 轻 弹 管 壁 ， 采 用 脱 气 的 缓冲 液 和 族 胶 可 以 排除 

气泡 。 另 外 ,在 装 柱 时 要 小 心 。 

途 接管 堵塞 。 这 时 要 停止 洗 脱 ， 更 换 连 接管 。 有 时 可 以 

在 洗 陪 液 中 加 去 垢 剂 来 清除 阻塞 物 ， 如 果 还 不 能 解决 就 

需 重新 装 柱 。 

AED RA CBHI, TARR RAM, E 

除 残 留 物 ， 再 用 玻 棒 将 ! ~2cm RARER 3E EHE 

自然 沉降 。 在 层 析 前 最 好 将 样品 过 滤 ， 或 洗 脱 时 加 去 垢 

剂 : 

SERRE ST. REKER, MEARS MMR, X 

Up E SB. 

47-2 RE Ae ETE PE EE TI, A TE E. 

ERP AEDS, MER -LRT 

Hog EE 

fa LABEL, Dm REE RA TIN IE. 

和 蛋白质 被 吸附 在 凝 胶 上 (尤其 是 拖 尾 )， 还 可 能 内 为 组 

神 液 中 盐 的 离子 强度 较 商 或 含有 某 些 去 垢 剂 。 有 时 和 蛋白 

质 的 踊 水 作用 也 会 使 峰 形 异常 ， 这 时 需 到 降低 盐 的 离子 

IR JE o 

SR ER) RE 7338 

BHARA, HEAD BRASH KEY TARIE FE s 

DEA ERE AR, RRS 2r BEAK 

柱 底 死 体积 较 大 ， 在 福 底 与 分 部 收集 器 之 间 被 洗 脱 的 蛋 
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白质 又 重新 混合 。 

样品 体积 太 大 ,样品 比例 占 柱 床 体积 1% ~ 一 5% 时 ， 分 

RAR, 

。 层 析 柱 填 装 不 好 ， 致 使 缓冲 液 流动 异常 而 降低 分 辨 力 。 

。 选 错 了 凝 胶 类 型 ， 每 一 种 凝 胶 都 有 其 适应 的 分 离 范 围 。 

选择 窗 范 围 的 分 离 胶 会 取得 好 的 分 辨 力 。 值 得 注意 的 

是 ， 非 球 蛋 白 和 变性 蛋白 与 同 分 子 量 的 球 蛋 白 的 洗 脱 峰 

有 不 同 的 特征 。 

选择 的 凝 胶 粒度 不 合适 。 级 颗粒 凝 胶 在 延长 洗 脱 时间 的 

情况 下 能 得 到 高 分 辩 力 。 

(4) 样品 回收 率 低 

样品 发 生 沉 淀 。 缓 冲 液 中 盐 浓度 无 效 或 过 高 都 能 使 蛋白 

质 沉 淀 。 必 须 保 证 在 实验 条 件 下 蛋白 质 完 全 溶解 。 

* 在 上 柱 前 样品 已 经 丢失 。 如 果 和 蛋白 质 溶液 在 上 柱 前 通过 
离心 或 过 滤 被 滞 清 ， 那 么 在 进 样 前 要 检测 其 回收 率 。 

。 蛋白 质 被 吸附 在 凝 胶 上 (见方 法 2 第 2 条 )。 

。 洗 脱 条 件 不 当 ， 致 使 蛋白 质 亚 基 解 离 或 使 重要 的 辅助 因 
子 释放 出 。 将 丢失 的 各 组 分 与 蛋白 质 重新 混合 可 使 蛋白 
质 复 性 。 

。 蛋白 质 水 解 ， 可 在 缓冲 液 中 加 入 和 蛋白酶 抑制 剂 〈《 见 第 一 

章 )。 

凝 胶 中 有 微生物 滋生 (见方 法 1 第 1 条 )。 

(5) 洗 脱 峰 不 能 重复 
。 实验 条 件 与 前 一 次 实验 不 完全 一 致 。 

。 样品 发 生 沉淀 (见方 法 4 第 1 和 第 2 条)。 
。 在 保存 过 程 中 样品 发 生变 化 ， 须 重新 测定 蛋白 质 的 活 
性 ， 必 要 时 改变 保存 条 件 。 

(6) BARRE 
。 辅助 因子 或 蛋白 质 复合 物 部 分 缺失 ， 可 重新 混合 各 组 分 

检测 活性 。 
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。 在 实验 缓冲 液 中 蛋白 质 不 稳定 ， 考 虑 改变 缓冲 液 。 
- 凝 胶 中 滋生 微生物 使 蛋白 质变 性 (LITE 1 第 7 条 )。 


11.2 更 换 和 蛋白 质 的 缓冲 液 


北 胶 这 滤 层 析 是 一 个 温和 而 又 快速 的 转换 蛋白 质 缓冲 液 的 方 
法 、 凝 胶 过 滤 常 用 于 脱盐 中 将 蛋白 质 转 移 到 一 种 低 离 子 强度 缓冲 
波 中 《例如 硫酸 铵 沉淀 中 或 离子 交换 层 析 中 收集 的 峰 )。 还 有 小 
分 子 量 的 杂质 像 末 结 合 的 放射 性 问 位 素 或 核酸 也 能 快速 从 溶液 中 
除去 。 

此 法 利用 - 些 凝 胶 可 将 所 有 和 蛋 魏 质 排 隆 于 微 孔 之 外 的 特性 ， 
因此 ， 在 用 缓冲 液 洗 脱 之 前 蛋白质 已 出 现在 层 析 柱 的 预 平 衡 缓冲 
液 当 中 ,或 者 说 小 分 手 的 杂质 进入 了 柱 体积 中 。 由 于 蛋白 质 与 柱 
中 的 凝 胶 没有 相互 作用 ， 册 就 不 会 发 生 超 滤 中 蛋 犁 质变 性 的 危险 
{第 四 章 )。 采 用 凝 胶 过 滤 更 换 蛋 白质 的 缓冲 液 要 比 透析 法 快速 ， 
但 不 可 能 像 透析 那样 彻底 脱盐 。 

注意 : 

Dt ra ERIE ME lE P 30mp/ml, PEAR BLOT DIL E HER A BAY 20% ~ 3096... fe JE 
Wed eR RIALS} EI, PEAR BU EIS]. Rig fT TA SUI BU ci. 

OY ^r f- Reit ABUSE EHE, fm Sephadx G25 CRUCE). 或 Botel P-6/X: 

qz Brel T AER pul UD y TH LG CI OT PE pi 

DER A LAE SPAR. 

Gili Fili FEE pH a ABR DSF BP IT As 

Hp Fou: SRE ARR Sed MAR CO ii de, Faa Eh L HOE HS ETERNI PE Rp C TE JL AY 
Br uj HO. Im. 
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Stas RAST 
12.1 引 È 


亲 和 层 析 是 -- 类 纯化 方法 ， 它 包含 各 种 各 样 的 形式 ， 但 其 
共同 特征 是 均 以 蛋白 质 和 结合 在 介质 上 的 配 基 疝 的 特异 亲和力 为 
工作 基础 。 配 基 可 以 是 生物 学 特异 的 ， 例 如 一 个 腑 、 一 个 抗体 、 
-个 底 物 、 -个 抑制 剂 、…- 个 辅酶 或 .全 核酸 等 ; 配 某 也 可 以 是 
具有 相对 特异 相互 作用 的 调集 未 、 娄 料 或 朴 水 分 子 等 。 很 多 情况 
CT. HE Um Sue s Y I T B ^ VIAE DRE fe Y E TTL RO ERE 
和 可 逆 地 与 相应 配 基 相 互 作用 。 如 酶 与 底 物 6019. 、 抑 制 物 、 辅 
MAS: 抗体 与 相应 的 抗原 结合 ， 基因 与 二 补 核酸 和 阻 遏 重 白 相 
手 作 用 等 等 。 亲 和 层 析 就 是 利用 这 种 相互 作用 来 分 离 纯化 的 。 亲 
和 层 析 的 主要 过 程 简 述 如 下 : 通常 是 在 载体 〈 无 机 或 有 机 介质 ) 
表面 先 键 合 - . 段 间隔 臂 ， 青 连接 上 配 基 。 间 隔 辟 的 作用 是 减少 符 
纯化 蛋白 质 (或 其 他 生物 大 分 子 》 与 其 相应 配 基 结 合 时 的 空间 位 
限 。 这 种 国 相 化 的 配 基 将 只 能 与 其 有 生物 特异 亲 和 性 的 蛋白 质 分 
子 相互 作用 而 吸附 ， 没 有 这 种 作用 的 其 他 生物 分 子 不 被 吸附 而 流 
出 层 析 柱 。 然 后 ， 改 变 流动 相 条 件 将 吸附 的 蛋白 质 洗 陪 下 来 ， 于 
是 达到 分 离 纯化 的 目的 。 所 以 说 ， 亲 和 层 析 选择 性 强 、 纯 化 效率 
高 ,常常 可 以 一 步 获得 满意 的 纯化 效果 。 因 为 它 应 用 的 是 生物 学 
特异 性 而 不 是 依赖 于 物理 化 学 性 质 ， 故 非常 适用 于 分 离 低 浓度 的 
待 纯 化 蛋白 质 。 

第 二 部 分 首先 概述 了 亲 和 层 析 需 要 的 基本 条 件 ， 如 亲 和 柱 的 
制备 等 ; 其 次 讨论 了 非特 异 洗 脱 的 策略 。 第 三 部 分 讨论 了 更 多 的 
特异 亲 和 层 析 方 法 。 本 章 列 出 的 参考 文献 将 帮助 读者 深入 了 解 亲 
和 层 析 。 
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在 所 有 的 亲 和 纯 化 中 ， 最 有 效 的 策略 是 结合 目的 蛋白 到 一 个 
固定 相 ， 然 后 用 该 蛋白 的 特异 洗 脱 剂 ( 如 底 物 、 肽 、 辅 助 因 子 
等 ) 解 离 它 。 由 于 亲 和 和 相互 作用 的 特异 性 和 温和 性 ， 通 常 纯化 在 
短 时 间 可 获得 满意 结果 。 也 就 是 说 ， 较 快 地 获得 高 纯度 、 高 活性 
的 目的 蛋白 。 在 配 基 - 和 蛋白 质 相 互 作用 的 过 程 中 不 可 避免 的 存在 
一 些 非特 异 干扰 ， 它 时 常 导 致 纯度 有 所 降低 ， 并 且 有 时 导致 目的 
蛋白 活性 一 定 程 度 的 丢失 。 由 于 在 亲 和 配 基 与 结合 蛋白 质问 相互 
作用 的 确切 物理 性 质 常 常 是 不 知道 的 ， 所 以 为 了 建立 最 有 效 的 纯 
化 规程 需要 反复 试验 和 筛选 。 本 章 提出 一 些 建议 以 促进 蛋白 质 纯 
化 亲 和 层 析 方 法 的 发 展 。 


12.2 亲 和 柱 的 制备 


亲 和 柱 的 制备 就 是 连接 相关 的 亲 和 配 体 到 不 溶性 介质 的 过 
程 。 对 于 大 多 数 应 用 来 讲 ， 商 业 提供 现成 的 亲 和 介 质 是 方便 实用 
和 相对 廉价 的 .建议 实验 者 尽 可 能 优先 选用 。 而 对 于 需要 特殊 的 
亲 和 介 质 的 那些 情况 ,本 节 将 介绍 制备 亲 和 柱 的 具体 步骤 。 

可 以 用 多 种 试剂 完成 偶 联 亲 和 配 体 到 介质 上 。 通 常 采 用 两 步 
程序 ， 一 是 将 一 个 反应 基 团 结合 到 介质 ; 二 是 在 反应 基 团 和 配 体 
之 间 形 成 共 价 键 (图 12.1)。 研 究 者 必须 决定 选用 的 偶 联 策略 ， 
即 选 用 何 种 反应 基 团 和 何 种 介质 。 

本 节 将 重点 叙述 用 省 化 氰 活化 的 琼脂 糖 将 胶 配 体 固 相 化 技 
术 。 绝 大 多 数 配 体 ， 如 多 肽 、 蛋 白质 、 凝 集 素 和 核酸 ， 都 能 较 容 
易 地 用 该 法 侦 联 。 这 一 点 后 面 还 要 讨论 。 其 他 偶 联 试剂 在 表 
12.1 中 列 出 。 溴 化 氰 方法 被 实验 室 广泛 采用 ,大量 文献 报道 了 
应 用 此 技术 的 成 功 实例 。 

现 将 配 体 固 相 化 的 原理 及 要 点 简 述 如 下 : 

PRR HE. 将 配 体 偶 联 到 介质 的 常用 方法 有 两 个 : O 
配 体 和 含有 活化 反应 基 团 的 介质 混合 。 从 而 导致 介质 活化 的 反应 
BA SAAR AREA (MRR) 之 间 形 成 共 价 键 。 预 先 在 介 
质 上 活化 反应 基 团 ， 然 后 再 和 配 体 混合 形成 共 价 偶 联 ， 可 以 使 配 
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Q 
nii EPA 


OH 
Br-C=N 
————- 


Fei RETA RU 
图 12.1 介质 反应 基 团 、 配 基 和 目的 蛋白 相互 作用 图 解 


体 免 于 经 历 介 质 活化 的 严 万 条 件 。 避 配 体 和 一 个 双 功 能 反应 基 团 
混合 而 活化 ， 活 化 的 配 体 再 和 介质 混合 形成 共 价 偶 联 。 此 类 方法 
较 少 使 用 ， 这 里 就 不 做 进一步 介绍 。 

偶 联 试剂 的 选择 : 将 配 体 的 不 同 部 位 固 相 化 到 各 种 介质 可 以 
选用 多 种 试剂 《 表 12.1),, 市 场 出 售 的 已 活化 的 介质 并 不 昂贵 ， 
还 可 免 于 接触 有 毒 的 化 学 试剂 。 如 果 要 偶 联 一 -个 给 定 的 配 体 又 没 
有 成 熟 的 技术 方法 可 循 ， 那 么 最 佳 策略 就 是 既 简 单 又 方便 的 从 活 
化 的 介质 开始 。 很 如 结合 效率 低 或 出 现 配 体 失 活 导 致 偶 联 失败 ， 
则 应 改选 配 体 其 他 部 位 采用 其 他 偶 联 试剂 进行 偶 联 。 一 些 文献 有 
较 详细 的 介绍 {23.34]。 

介质 的 选择 : 如 果 配 体 是 高 分 子 量 蛋白 质 ， 应 当选 择 大 孔径 
介质 。 这 些 大 孔径 介质 必须 是 不 易 被 压 紧 的 ， 否 则 会 导致 难以 接 
ZARB. KERMA, RI, ORR, RMR 
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烯 栈 胺 介质 都 是 适用 的 。 
Ri2.1 KATA 


瑟 基 结 合 基 团 偶 联 试剂 适合 的 介质 供应 商 
TE RLA 3h IBF, Pharmacia 
交 联 琼脂 糖 
RA 
RP BEES 
BE mE 聚 丙 烯 酰胺 -琼脂 精 IBF, Sepracor 
BE FEE RHR 交 联 琼脂 糖 Bk-Rad, Pharmacia, 
. Sigma 
BARRE PRARER tresyl Mi FA Pierce, Sigma, 
SERRE Schleicher & Schuell 
RAH 
RHE 1，6- 二 氨基 已 烷 交 联 琼脂 糖 Phannacia 
HERRE GX ORK JEANA BA Bio-Rad, Pharmacia, 
交 联 琼脂 糖 Pierce 
聚 丙烯 
X PIS BRR 33088 O 
KERHA EH ASE Bio-Rad, Pierce, 
RRL Sigma 
REAME 


12.2.1 配 基 固 相 化 技术 


省 化 所 活化 的 琼脂 糖 凝 胶 用 于 配 体 固 相 化 是 实验 室 最 常用 的 

固 相 化 技术 之 一 。 其 原理 是 滨 化 氰 活化 的 介质 与 配 体 主要 的 氨基 

反应 形成 异 脲 键 。 但 是 这 样 偶 联 的 亲 和 柱 多 次 重复 使 用 时 ， 将 会 

有 少量 配 体 脱落 ， 所 以 反复 使 用 的 亲 和 柱 应 考虑 选择 其 他 活化 的 

介质 。 异 踊 键 的 形成 伴 有 荷 电 基 团 的 增加 ， 将 会 影响 离子 交换 作 

用 。 为 了 克服 这 一 影响 需要 在 纯化 时 采用 至 少 0.1lmolL 的 缓冲 
> 234 + 


iti. PAIL A EE, HR ISAT RE, RK 
fx. 


12.2.1.1 操作 步骤 


1) RC 2g IR [C NUE TUR) BRE B ERE bi A 3E 58 0 3I- PI 1 mmol/L. 
盐酸 中 ， 用 玻 棒 轻 轻 搅 动 20 min 直至 介质 完全 溶 胀 。 静 
置 待 混 巧 的 介质 沉降 后 ， 用 真空 泵 吸 去 液体 。tg THR 
可 以 获得 3.5ml BAKER 
用 200ml Immol/L 盐酸 洗 介 质 ， 共 3 次 , 每 次 洗 后 吸 去 
液体 ; 
用 偶 联 缓冲 液 《0.1molX REAM, 0.Smol/L MEH, 
pH8.3) 洗 介质 一 次 。 因 为 活化 基 团 在 偶 联 缓冲 液 pH fH 
下 易 水 解 ， 所 以 此 步骤 应 尽 可 能 快 的 进行 ， 最 好 在 几 分 
钟 内 完成 ; 
转移 活化 的 琼脂 糖 就 胶 至 含 600 一 400nmol 配 体 的 30ml (8 
联 缓 冲 液 的 烧瓶 里 。 如 需 测 定 结合 效率 一 定 要 取 少 量 配 
体 溶 液 待 测 ; 
室温 下 轻 轻 混合 、 摇 动 或 振动 2h， 或 4 记过 夜 。 不宜 用 
磁力 搅拌 器 处 理 ， 它 能 挠 碎 琼 脂 糖 凝 胶 颗粒 。 如 和 需 测 定 
结合 效率 此 步骤 结束 时 取 少 量 溶液 待 测 ; 
6) 在 烧结 玻璃 漏斗 中 用 200ml 偶 联 缓冲 液 洗 偶 联 介质 一 次 ; 
7) 转移 偶 联 介质 至 含 100m 阻 断 缓 冲 液 《lmol/L BERE , 
盐酸 调 pH 至 8.0) HRA, SCIRE 2h 或 AC idi ; 
8) 在 烧结 玻璃 漏斗 中 依次 用 100m! 偶 联 缓冲 液 100ml 乙酸 
iki wp HE (O.1lmol/L Z BH, O.5mol/L 氯 化 钠 ， 
pH4.0) 洗 偶 联 介质 各 … 次 ; 
9) 重复 四 次 步骤 8; 
10) 如 偶 联 介质 不 准备 立即 使 用 ， 应 用 含 0.02% 县 氮 钠 的 
偶 联 缓冲 液 再 洗 一 次 ; 
1) 配 体 固 相 化 已 完成 ， 偶 联 好 的 介质 可 以 装 柱 。 
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D 估算 结合 效率 。 通 过 检测 偶 联 前 后 所 取 的 待 测 溶 液 中 配 
体 浓 度 ， 可 以 知道 被 固 相 化 配 体 的 量 ， 从 而 计算 出 结合 
(3), BREE, 70% 一 80% 的 结合 是 最 佳 的 ; 低 结 
合 将 导致 亲 和 柱 的 结合 容量 下 降 ; 过 高 的 结合 会 产生 空 
间 障 碍 造成 亲 和 柱 结合 能 力 减 少 。 

许多 因素 都 会 影响 偶 联 ， 造 成 很 低 的 侦 联 效率 。 常 见 的 
XE. 过 低 的 配 体 浓度 、 不 适宜 的 pH, RERA., i 
质 处 理 不 当 、 不 适宜 的 偶 联 缓冲 液 及 配 体 不 易 接近 等 。 
其 中 配 体 不 易 接 近 常 由 于 存在 空间 障碍 或 配 体 过 大 造成 。 
加 入 适量 非 离 子 去 垢 剂 或 促 溶剂 也 许 能 获得 改善 。 此 外 ， 
类 似 Tris 这 样 含 有 氨基 的 成 分 配制 的 缓冲 液 不 宜 使 用 ， 
因为 它们 可 能 与 介质 偶 联 。 

3) 车 配 体 在 碱 性 pH 下 不 稳定 ， 偶 联 也 可 在 较 低 pH 的 缓冲 

液 内 进行 ， 但 是 效率 会 降低 。 


12.2.2 非特 异 洗 脱 的 策略 


亲 和 柱 结合 的 目的 蛋白 洗 脱 的 策略 分 为 两 类 ， 即 特异 洗 脱 分 
离 和 非特 异 洗 脱 分 离 。 使 用 饱和 浓度 竞争 底 物 洗 脱 是 特异 洗 脱 ， 
因为 配 体 和 底 物 的 结合 是 特异 性 的 ， 并 且 不 造成 亲 和 柱 条 件 的 改 
变 。 其 不 便 之 处 是 洗 脱 后 的 处 理 ， 亲 和 柱 和 洗 陪 的 目的 蛋白 分 别 
需 彻底 的 清洗 和 透析 以 除去 底 物 。 亲 和 柱 的 特异 洗 脱 不 仅 具 有 特 
异性 而 且 温和 、 高 效 ， 所 以 是 很 理想 的 方法 [x%]1。 非 特异 洗 脱 分 
离 是 通过 降低 配 体 和 目的 蛋白 亲和力 达到 洗 脱 目的 的 方法 ， 下 面 
将 进行 集中 讨论 。 

影响 配 体 和 目的 蛋白 亲和力 的 因素 较 多 ， 非 特异 洗 脱 常 采用 
的 主要 有 改变 离子 强度 、 改 变 pH、 促 溶剂 和 蛋白 质变 性 剂 的 使 
用 等 。 当 洗 脱 条 件 未 确定 时 ， 首 先 要 了 解 是 的 蛋白 与 配 体 之 间 相 
TERRAE, UREA, MKS, WR 
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的 影响 亲和力 的 条 件 洗 脱 分 离 ; 其 次 进行 比较 试验 ， 以 确定 最 佳 
洗 脱 方案 。 试 验 时 将 配 体 包 被 到 96 和 孔 酶 联 板 上 ， 加 入 目的 蛋白 
溶液 ， 然 后 在 不 同 的 孔 内 用 不 同 的 洗 脱 液 洗 陪 [91。 通 常 先 试验 
温和 的 洗 脱 条 件 ， 效 果 不 好 再 成 较 严 厉 的 洗 脱 条 件 。 应 尽 可 能 采 
用 温和 高 效 的 方法 ， 龙 其 是 目的 蛋白 不 太 稳定 的 情况 下 。 表 
12.2 列 出 常用 的 洗 脱 条 件 供 选 择 参考 ， 排 列 顺序 基本 是 从 温和 


到 严厉 。 


表 12.2 亲 和 层 析 的 非特 异 洗 脱 条 件 


[DS DUE 
BER AROK FE TL PH 


温度 作用 
低 pH 


Ri pH 


fa FAA 


Siren m 
CAH RAE EO, 
f TRE 9) RE uns BD 


增加 离 子 强度 

减少 离子 强度 

JER T ea m 

REMY Fal 

EKTRE 

0. Imol/L, pH2.5 片 氨 酸 缓冲 液 
I mol/L AAR 

O. [5mol/L., pHI0.5 HSA 
0. Imol/L, pH10.7 Na-CAPS 
0.05mol/L, pH11.5 三 乙醇 胺 
Amol/L HLH CA Wmmol/1., pH7.0 PBS 中) 
2.Smol/L BL 

3mol/L NaSCN + 

8mol/L, pH7.0 RR * 

omol. FARM Zhe * 

50% , pH11.5 ethanedial 

10% Bre (A ZRH) 

5096, pH8~ 11.5 Z RE 

1% SDS* 

1% He SEHE ER BE = 


» 此 类 处 理 可 使 大 多 数 蛋 白质 发 生变 性 


讨论 : 


1) 为 减少 污染 物 与 亲 和 柱 的 结合 ,使 用 高 或 低 离子 强度 深 
液 洗 柱 。 从 而 分 别 减少 非特 异 离子 结合 或 玖 水 结合 。 用 
低 浓 度 洗 脱 深 液 洗 柱 也 是 常用 的 方法 之 一 。 

2) 与 离子 交换 层 析 一 样 ， 梯 度 洗 脱 也 会 产生 尖锐 的 洗 脱 峰 。 
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3) 分 离 纯化 使 用 的 亲 和 柱 亲 和 容 量 过 大 可 能 使 洗 脱 峰 变 宽 。 

4) 在 任何 层 析 缓 冲 液 中 如 含有 二 硫 苏 糖 醇 或 B- 议 基 乙 醇 都 
会 导致 蛋白 质 二 硫 键 的 破坏 ， 造 成 目的 蛋白 变性 或 蛋 拍 
复合 物 的 解 离 。 

5) 有 的 情况 下 ， 同 时 在 较 低 浓度 用 两 种 不 同性 质 的 洗 脱 液 
洗 脱 可 以 更 有 效 的 破坏 配 体 和 目的 盘 白 的 相互 作用 ， 获 
得 较 高 的 洗 脱 效率 和 产物 回收 率 。 

6) 通常 非特 异 洗 脱 的 产物 回收 率 为 4096 一 70%。 


12.3 特异 分 离 技 术 
12.3.1 抗 体 
12.3.1.1 抗体 的 纯化 


抗体 在 亲 和 层 析 试 剂 中 所 占 地 位 日 趋 重 要 ， 所 以 纯化 抗体 的 
方法 也 倍 受 关注 ， 其 中 最 常用 的 方法 有 必要 加 以 介绍 。 抗 体 通常 
是 从 面 清 、 杂 交 瘤 上 清 或 腹水 中 获得 的 。 尽 管 直接 使 用 上 述 未 纯 
化 的 抗体 溶液 可 进行 一 些 免疫 学 实验 ， 但 是 要 获得 满意 的 结果 最 
好 使 用 纯化 的 抗体 ， 特 别 是 用 于 亲 和 和 层 析 的 抗体 。 实 际 上 ， 纯 化 
的 抗体 也 适用 于 免疫 检测 、 免 疫 印 迹 、 酶 联 试验 (ELISA) 或 细 
胞 染色 等 [2]。 

虽然 传统 的 蛋白 质 纯化 方法 ， 如 沉淀 或 层 桥 技术 可 用 于 纯化 
抗体 ,但 是 利用 细菌 胞 除 蛋 白 的 特性 可 以 提供 了 一 个 快速 、 简 
捷 、 特 异 、 高 效 的 抗体 纯化 方法 。 这 里 绷 菌 胸壁 蛋白 主要 指 蛋 白 
A 和 蛋白 G， 它 们 分 别 从 金黄 色 化 肤 性 葡萄 球菌 和 G 组 链球 菌 分 
离 纯化 。 它 们 能 特异 结合 到 免疫 球 蛋 白 的 Fe 部 分 CLM 12.2), 
由 于 它们 对 不 同 的 免疫 球 蛋白 有 不 同 的 亲和力 (K 12.3)， 所 以 
应 根据 免疫 球 蛋 和 白 的 种 类 和 类 型 选择 蛋白 A 或 蛋白 G。 例 如 ， 
纯化 免疫 兔 产 生 的 多 克隆 抗体 需 选 用 蛋白 A 分 离 纯化 ， 而 免疫 
羊 产生 的 多 克隆 抗体 则 用 蛋白 G。 不 同 种 类 及 类 型 的 免疫 球 蛋 白 
与 二 者 亲和力 的 比较 在 表 12.3 中 列 出 。 同 理 ， 具 有 和 蛋白 ARE 
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FULGET RAR A & A tb) A FR S oP. ERES A EX 
ELG gem zi c a PA GE EEBRBE, Ek Y EPID YG BER SE HE 
A GET A SRR FL GE Ge C Be FT OH BS XL PA DS CH 
12.2). 商业 提供 的 偶 联 了 蛋白 ARE GAEE mA fi 
Wh ASST A REH GERARAM A RB. Eae 
FEURIG. (EL fE Bi pe E e PRAET EET PTT 
Rie? ine C LR. EEL A |XGEUI GJZ ER PR 
AYE SERS TE Ki ili TR o 


图 12.2 抗体 结构 


传统 的 抗体 纯化 方法 有 沉淀 法 和 层 析 法 ， 前 者 包括 硫酸 镀 和 
站 了 酸 沉 淀 法 等 ， 后 痢 包 括 离子 交换 和 凝 胶 过 滤 法 每。 这 些 方法 所 
MERRE., I RAE PEOLUE Kid dE XE mee DEAE 8 T cds Br 
纯化 ， 故 传统 方法 fe AAI EL JS VE OC ERO, (ng an 
纯化 IgM 时 ?1 ， 除 了 优先 选择 发 向 A REN G 导 析 柱 订 和 纯化 
处 ， 男 一 优先 选择 是 使 用 抗 抗体 免疫 亲 和 术 。 它 由 抗 晶 的 抗体 
Fe 片段 的 特异 抗体 构成 ，Page 7! A Coligan "5 fr £8 T FLU 
W. Kaik Se A aR aA G 方法 ER fes ost Fe 
DAA A aste SEA. A AB iE HH npud USER JE 
it TL. 
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表 12.4 ”典型 的 抗体 溶液 浓度 " 


* 小 抗体 类 型 抗体 浓度 {mg/ml) 
血清 & mm 10 

28 68 3E 138 单 克隆 0.0005~0.05 
Aum aids FH 

IB "ru 1-10 


<A xi (12), 
(1) 操作 步骤 


2) 


3) 


4) 


5) 


6) 


与 蛋白 A 或 G 结合 的 抗体 最 常用 低 pH 溶液 洗 脱 。 应 
该 注意 在 酸性 条 件 下 抗体 不 太 稳定 ， 较 好 的 办 法 是 用 缓 
冲 能 力 强 的 中 性 溶液 收集 洗 脱 组 分 。 使 目的 抗体 洗 脱 后 
很 快 进入 中 性 环境 ， 以 免 失 活 ,， 其 他 洗 陪 缓 冲 液 将 在 后 
面 介绍 。 上 典型 来 源 的 抗体 浓度 在 表 12.4 中 列 出 ， 仅 供 
参考 。 

蛋白 A- 或 G-Sepharose (SK ARTE) 柱 的 制备 

建议 从 商业 提供 的 蛋白 A- 或 G- 琼 脂 糖 开始 。 旭 从 下 和 白 
A 或 G 偶 联 到 介质 开始 ， 则 偶 联 到 省 化 氰 活化 的 琼脂 
糖 的 方法 前 面 2 已 做 介绍 ; 

蛋白 A- 或 G- 琼 脂 糖 在 起 始 缓 剖 液 (100mmolA.，pH7.5 
TrisHCl, 100mmol/L NaCl) 内 容 温 放置 30mins 每 g 
介质 约 内 10ml 缓冲 液 。 水 合作 用 期 间 干 介质 体积 将 溶 
lk 3~4 信 .此 后 步骤 如 不 注 明 均 在 室温 下 进行 ; 

溶 胀 后 的 介质 在 起 始 缓冲 液 内 装 柱 。 再 用 5 一 40 AR 
同样 缓冲 液 洗 柱 ， 建 议 最 大 流速 为 ml/min; 

3 一 5 倍 体积 0. Imol/L, pH2.5 glycine-HC] 洗 柱 。 洗 去 
可 能 存在 的 污染 物 ; 

BA S—10 倍 体积 起 始 缓冲 液 平衡 柱 。 若 欲 存放 则 应 出 
含 0.02%NaN; 的 起 始 缓冲 液 平 衡 ， 然 后 4 信保 存 ; 
制备 抗体 溶液 

抗体 样品 液 离心 10 000 x g，、10min， 除 去 沉淀 ; 
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7) 用 等 体积 起 始 缓冲 液 稀释 样品 ， 或 加 入 1/10 体积 10 x 
起 始 缓冲 液 ， 以 获得 适当 的 pH 和 离子 强度 ; 
上 样 

8) ER, 即将 缓冲 好 的 样品 液 加 到 亲 和 柱 内 。 每 ml BAK 
介质 可 以 上 样 2ml 多 克隆 抗体 血清 或 20ml 单 克 隆 抗体 
上 清 。 通 常 上 样 的 总 [gG 量 应 略 低 于 柱 总 结合 容量 的 
8096, E ml 溶 胀 介质 能 结合 5 一 20mg IgG; 

9) 在 洗 脱 前 ， 用 10 倍 体积 起 始 缓冲 液 洗 柱 。 让 Ag fli f 

复 到 基线 或 本 底 水 平 ; 

B RA 

Fi 5-10 ÈR 0. 1mol/L glycine-HCl (pH2.5) 缓冲 液 

洗 脱 结合 的 抗体 。 洗 脱 液 以 1ml 为 洗 脱 组 分 分 部 收集 ， 

收集 试管 含 0.1ml Imol/L Tris-HCl (pH8.0) 缓冲 液 以 

便 及 时 中 和 低 pH; 

11) 汇集 Asgo 大 于 等 于 0.2 的 峰 组 分 ; 

12) 若 需 除去 盐分 惑 改 变 缓 中 液 ， 可 以 在 磷酸 缓冲 盐 液 

(137mmol/L NaCl, 2.7mmol/L KCl, 6.5mmol/L 

NaHPO,) 中 透析 ， 或 过 凝 胶 离 心 柱 《( 详 见 第 十 章 )， 

或 用 超 滤 的 方法 〈 详 见 第 四 章 ); 

以 im 为 单位 分 装 ， 近 期 用 的 存放 IC, ， 长 期 储存 放 一 

20T ; 

亲 和 柱 用 5 倍 体积 0.1 mol/L glycine-HC] (pH2.5) WIX 

液 再 次 洗 后 ， 用 10 倍 体 积 起 始 缓冲 液 平衡 ， 即 可 再 次 

使 用 。 如 和 欲 存 放 ， 用 含 0.02% NaN; 的 起 始 缓冲 液 平 

fim ICR. 

(2) 讨论 

1) 蛋白 A 或 G 亲 和 柱 如 能 像 上 面 叙 述 的 方法 保存 ， 至 少 
可 以 使 用 十 次 以 上 而 没有 任何 结合 活性 的 丢失 。 

2) ”抗体 滴 度 常用 以 表示 抗体 溶液 的 相对 结合 活性 。 根 据 选 
用 的 检测 方法 如 免疫 印迹 或 免疫 酶 联 试验 (ELISA)， 


10 


— 


13 


w 


14 


— 
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3) 


4) 


5) 


6) 


7) 


8) 


测 得 半 量 最 大 信号 时 抗体 的 稀释 度 即 是 该 抗体 滴 度 。 抗 
体 纯化 后 应 测定 其 滴 度 作 为 抗体 功能 的 评定 。 通 常 做 抗 
体 溶液 的 系列 等 们 稀释 检测 。 

抗体 储存 应 给 予 重视 。 抗 体 应 尽 可 能 在 中 性 以 浓 溶液 
(至 少 ImgAinl) Ibs. KARA MEF ~ 200 RE 
EMRE., mE fe RE PS ERE, EA 
盐 量 达 150mmol/L 出 不 来 失 活 性 。 反 复 冻 融 将 使 一 些 
统 体 失 活 。4 和 较 长 时 间 储 存 也 会 减少 抗体 活性 。 有 关 
信息 可 查阅 Harlow 等 的 文章 (121。 

抗体 溶液 定量 。 作 为 粗略 的 方法 是 Img/ml IgG 的 Axo 
值 约 为 1.4。 也 可 以 用 标准 的 蛋白 质 定量 测定 法 ( 见 第 
三 章 ) 或 SDS RA MMAR REAR KE ( 见 第 五 章 )。 在 
非 还 原型 SDS SS tar We ee BE IB.DK (BIA AY g-ME) 时 
SWE SE oy TA 4S0kDa HR, WE BME 的 还 原型 
电泳 将 显示 25kDa 的 轻 链 和 SOkDa 的 重 链 带 。 

虽然 多 数 情况 月 酸性 洗 脱 液 从 蛋白 A 或 G 亲 和 柱 上 洗 
脱 抗体 、 但 是 应 看 到 低 pH 确实 使 一 些 抗 体 变 性 。 所 以 
纯化 前 后 都 应 丛 测 抗体 溶液 的 结合 活性 。Coliganl71 推 
TE ADA FH 0. 1mol/L 柠檬 酸 缓冲 液 洗 脱 ，pH6.5 用 
于 IgG BEAR; pH4.5 用 于 [gG2a; pH3.0 用 于 IgG2b 或 
IgG3。 

纯化 抗体 的 结合 活性 可 用 酶 联 免疫 吸附 试验 (ELISA), 
免疫 印迹 或 免疫 沉淀 进行 检测 中 1?1。 

多 克隆 抗体 能 用 抗原 亲 和 柱 进行 相对 特异 的 纯化 。 例 
如 ， 用 Ph SRR REPENS cE RL IAT BAKA T8 (E 
3t AY) REME. 

制备 单 克隆 或 多 克隆 抗体 的 方法 和 抗体 标记 技术 可 查阅 
有 关 文 献 [2, 7. tl, 12, 33 lo 
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12.3.1.2 免疫 纯化 


在 蛋白 质 纯化 方法 中 抗体 亲 和 纯 化 是 非常 有 效 的 方法 之 一 。 
仅 此 一 步 常 可 获得 1000~ 10000 倍 的 纯化 。 如 果 抗 体 与 且 的 蛋白 
的 结合 的 特异 性 得 到 证 明 ， 并 且 洗 脱 的 目的 蛋白 没 有 受到 不 可 逆 
的 损伤 ， 那 么 可 以 认为 免疫 纯化 是 极 好 的 蛋白 质 纯化 方法 ， 特 别 
是 用 在 纯化 过 程 的 最 后 步骤 。 

制备 免疫 亲 和 柱 要 求 抗体 首先 共 价 结合 到 介质 上 。 另 一 方法 
是 将 抗体 结合 到 蛋白 A 或 G 小 珠 上 ， 青 用 交 联 剂 固 相 化 L2]。 后 
一 方法 由 于 蛋白 和 或 G 结合 在 抗体 的 Fe 区 (WA 11.2)， 所 以 
结合 抗原 的 部 位 获得 充分 暴露 ， 从 而 易于 接近 。 免 疫 亲 和 柱 制 备 
完成 后 ,抗原 溶 液 即 可 以 上 样 ， 接 着 洗 去 污染 物 ， 然 后 洗 脱 抗 
原 。 如 果 不 能 利用 特异 的 配 基 破坏 抗原 抗体 之 间 的 相互 作用 来 洗 
赔 ， 只 好 采用 非特 异 洗 脱 方法 。 前 文 已 做 过 介绍 不 再 袭 述 。 但 是 
非特 异 洗 脱 方法 一 定 要 小 心 应 用 ， 以 免 目 的 蛋白 失 活 。 有 关内 容 
也 可 以 参看 文献 [12, 14, 18, 24]. 

单 克 隆 抗体 通常 在 免疫 亲 和 纯 化 中 比 多 克隆 抗体 更 有 用 。 单 
抗 代表 与 旦 的 蛋白 具有 单一 特异 结合 部 位 的 均一 抗体 ， 因 而 它 的 
结合 是 确定 一 致 的 。 洗 脱 也 如 此 ， 因 为 只 需 破 坏 单 一 类 型 的 相互 
作用 就 能 释放 目的 蛋白 。 应 当 说 ， 多 克隆 抗体 在 亲 和 纯 化 中 也 是 
可 用 的 ， 特 别 是 用 很 纯 的 抗原 免疫 动物 产生 的 多 克隆 抗体 。 总 
之 ， 进 行 有 效 的 免疫 纯化 的 主要 关键 是 获得 特异 抗体 ， 它 与 底 物 
ZARE YI 一 定 强度 的 亲 和 结 合力 。 该 强度 的 结合 力 一 方面 可 
以 在 洗 柱 过 程 中 保持 底 牺 蛋白 仍然 结合 在 柱 上 上 ， 不 被 洗 脱 ; 另 一 
方面 又 不 至 于 结合 太 紧 难 以 洗 脱 ， 采 用 极端 洗 脱 条 件 而 造成 底 物 
蛋白 变性 。 所 以 选择 用 于 免疫 纯化 的 抗体 的 方法 应 是 试验 一 组 单 
克隆 抗体 ， 挑 选 不 仅 具有 足够 的 亲 和 结 合力 ， 而 且 还 能 洗 脱 下 完 
整 抗原 的 抗体 。 

免疫 纯化 的 质量 到 决 于 抗体 溶液 的 纯度 。 制 备 免疫 亲 和 柱 使 
用 的 抗体 既 要 具有 前 面 提 到 的 特性 ， 又 要 尽 可 能 的 纯 。 免 疫 亲 和 
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柱 的 制备 是 相当 昂贵 的 ， 其 结合 容量 却 相 对 较 低 ， 常 常 每 ml 介 
质 结 合 不 到 Img 抗原 。 扼 此 为 了 节省 和 提高 效率 ， 经 常 制备 的 
是 小 而 粗 的 柱子 ， 亲 时 在 亲 和 纯 化 步 又 里 要 求 样品 溶液 重复 几 次 
TARE, DL GR A (E SE EDS LS E ELS ^R, BAET e LAR 
ARR i FE 15 He 2X E EA B Ci os LB LEA 

免疫 沉淀 也 可 看 作 另 --… 类 型 的 免疫 亲 和 纯 化 。 还 有 一 个 类 型 
是 反 向 免疫 纯化 ， 它 利用 抗体 柱 除 去 溶液 中 特异 的 污染 物 一 搞 


原 。 


(1) BHEESE 


5) 


6) 


抗体 亲 和 杜 装 好 后 ， 以 下 几 个 问题 需要 注意 。 配 基 在 使 

用 的 缓冲 液 pH 条 件 中 应 是 稳定 的 。 不 要 让 柱 内 溶液 流 

干 。 所 有 溶液 都 应 经 过 0.22pm 滤 膜 过 滤 除 菌 ， 以 获得 

最 大 柱 寿 命 、 介 奢 的 抗 序 结合 容量 测定 ， 可 在 试管 内 进 

行 。 该 试验 是 在 … 组 试管 中 加 入 恒定 量 的 抗体 介质 及 递 

增 莉 的 抗原 ， 混 合 后 测定 。 需 要 说 明 的 是 下 面 的 步骤 中 

假定 抗原 在 低 pH 条 件 下 是 稳定 的 ， 则 采 甫 低 pH 洗 脱 。 

d (kx fo o E 

5—10 倍 柱 体 积 的 起 始 缓冲 液 。 如 磷酸 缓冲 盐 液 (PRS) 

ctt; 

3-54 FUE Bin Be RE vp HE, fn O0. 1mol/L, pH2.5 

glycine-HCl, 洗 去 污染 物 ; 

5 ~ 10 倍 柱 体 积 的 起 始 缓冲 液 平衡 柱 ; 

I" 

通过 透析 BERLE. JD 0/710 体积 10 x E t6 OR E 

样 站 液 等 方法 用 起 始 缓 冲 液 平 衡 样品 。 样 品 需 事 先 

100 000 x g, ÈO 30min 或 经 0.22pm 滤 腊 过滤 处 理 ; 

上 样 到 柱 了， 上 样 时 较 慢 的 流速 可 以 获得 更 好 的 抗原 结 

合 、 样 品 应 循环 重复 上 样 几 次 ; 

洗 柱 

5 一 10 倍 体积 起 始 缓冲 液 洗 往 ， 或 用 该 液 洗 至 Azso 值 达 
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到 基线 或 本 底 水 平 。 若 抗原 抗体 相互 作用 较 强 ， 起 始 组 
冲 液 内 可 含 一 定 浓度 的 盐 ， 如 0.5mol/L KCl 以 减少 非 


7) 2 售 体积 洗 陪 缓冲 液 ， 如 0.1molML ，pH2.5 glycine- 
HCl， 洗 柱 。 以 lml 为 单位 分 部 收集 洗 脱 液 。 每 个 收集 
试管 预先 加 人 0.1ml, Imol/L , pH8.0 Tris-HCl, xr BD 
中 和 洗 脱 液 的 低 pH; 

8) 检测 各 组 分 ， 合 并 活性 组 分 ; 

9) ”如果 抗原 的 稳定 性 有 限 需 要 立 邯 更 换 缓 冲 液 ， 则 通过 透 

析 或 凝 胶 过 滤 完 成 ; 

亲 和 柱 的 再 生 

10 倍 体 积 0.2mol/L , pH2.5 glycine-HCI， 洗 柱 ， 然 后 

用 10 ~ 20 FAH PBS 洗 柱 ， 要 储存 时 用 含 0.02% 

NaN; 的 PBS 洗 柱 。 

(2) 讨论 

D 尽管 使 用 高 亲 和 结 合力 抗体 是 令 人 向 往 的 ， 尤 其 是 从 稀 
溶液 中 纯化 抗原 时 ， 但 是 过 强 的 结合 力 不 利 于 洗 陪 。 中 
等 强度 的 亲 和 结 合力 《10 mol/L) 常常 是 最 理想 
的 [4.22]。 

2) 免疫 亲 和 柱 即使 是 最 轻 的 微生物 污染 也 能 导致 抗体 的 水 
解 ， 所 以 使 用 无 菌 的 缓冲 液 和 样品 溶液 是 必要 的 ， 柱 子 
的 储存 条 件 也 要 严格 执行 。 

3) 免疫 亲 和 纯 化 常常 在 室温 进行 。 

4) 为 减少 非特 异 的 本 底 ， 样 品 液 可 预先 通过 一 个 未 偶 联 抗 
体 的 介质 柱 。 


12.3.2 $ 酸 


核酸 亲 和 柱 的 应 用 极 大 地 促进 了 核酸 结合 调节 蛋白 特性 的 研 
究 ， 这 些 乙 白质 涉及 基因 表达 、 染 色 体 修复 和 复制 、 基 因 重 组 等 
+ 246° 
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WAR, BRRAAEA AAA Bie DNA, Xt DNA 或 RNA, 
DNA 结合 蛋白 结合 DNA 可 以 是 序列 特异 的 ， 也 可 以 是 非特 异 
的 。 此 外 ， 含 有 特异 宅 核 昔 酸 的 亲 和 树 脂 能 用 于 某 些 酶 的 分 离 ， 
这 些 酶 利用 结构 非常 相似 的 辅酶 ， 如 NAD 和 NADP。 总 之 ， 核 
酸 亲 和 柱 在 各 种 蛋白 质 的 纯化 各 特性 研究 中 是 -- 个 有 用 的 工 
具 。 

本 文 的 讨论 将 集中 于 罕 脱氧 核 苷 酸 亲 和 介质 在 蛋白 质 纯化 中 
的 应 用 ， 主 要 强调 核酸 亲 和 层 析 分 离 的 技术 问题 。 这 里 提供 的 信 
息 很 容易 扩展 到 其 他 方法 ， 例 如 用 偶 联 到 瓷 珠 上 的 生物 素 化 的 
DNA 进行 的 蛋白 质 纯化 。 

在 进行 春 核 苷 酸 亲 和 纯化 前 ，- - 些 基 本 的 要 求 必 须 明 确 。 最 
重要 的 是 确定 最 小 的 核酸 结合 序列 。Kadonagall6] 观 察 到 : 成 功 
B cR bt (b Fas X por SS IE HE E 14 一 51 个 碱 基 之 间 。 其 次 ， 
器 开 介质 和 识别 序列 的 隔断 〈 或 称 作 臂 ) 的 长 度 会 影响 识别 序列 
和 和 蛋白质 的 接近 。 较 长 时 二 者 易于 接近 发 生 相 互 作用 ， 反 之 则 难 
于 接近 。 若 选用 一 个 较 长 的 窒 核 背 酸 识别 序列 时 可 以 省 去 隔断 。 
最 后 ， 固 相 化 所 用 的 介质 应 该 具有 适宜 的 液体 流动 特性 从 而 允许 
蛋白 质 或 蛋白 质 复 合 物 接近 核酸 序列 。 大 多 数 应 用 选择 
Sepharose 4B 作为 介质 。 在 下 面 的 操作 步骤 里 将 介绍 用 省 化 氰 活 
化 的 Sepharose 4B 进行 配 基 固 根 化 。 、 

在 核酸 亲 和 层 析 中 需要 考虑 的 重要 问题 是 非特 异 结合 。 因 为 
亲 和 配 基 通 常 仅 由 四 种 碱 基 构 成 ， 所 以 也 经 常 发 生 非 特异 蛋白 质 
与 配 基 结合 。 针 对 此 问题 ， 推 荐 三 种 基本 解决 方法 。 第 一 个 方法 
是 利用 一 个 非特 异 寡 核 背 酸 亲 和 预 装 柱 。 此 柱 可 以 用 未 偶 联 的 介 
质 ， 如 Sepharose 4B 制备 ， 也 可 用 含 随机 的 或 杂乱 无 序 的 核酸 序 
列 亲 和 柱 。 第 二 个 方法 是 纯化 时 亲 和 柱 内 有 过 量 的 可 溶 福 非特 异 
突 核 背 酸 ， 它 防止 非特 异 核酸 结合 蛋白 结合 到 柱 上 。 第 三 个 方法 
用 于 已 知 非特 异 蛋 白 与 高 亲 和 结 合 部 位 售 翼 序列 相 结 合 的 情况 。 
重新 构建 一 个 亲 和 柱 ， 改 变 其 高 亲 和 结 合 部 位 的 侧 辟 序列 。 采 用 
上 述 三 种 方法 通常 遇 到 的 非特 异 蛋 白 结合 问题 基本 都 能 获得 解决 。 
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12.3.2.1 EFK 
(1) 偶 联 赛 核 苷 酸 到 省 化 氰 活化 的 Sepharose 4B 
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DNA 偶 联 至 澳 化 氰 活化 的 Sepharose 4B 是 通过 它们 本 
身 的 碱 基 实现 的 。 从 理论 上 讲 ， 该 方法 也 许 干扰 最 佳 结 
合 序列 的 接近 路 径 ， 和 但 是 这 样 一 个 简单 的 方法 一 直 被 广 
CHM RUM, hnfapfs aru 5b [o3 RAE HK 
Bk [13，16]。 侦 联 效率 的 定量 检测 可 经 A fA WEF 
佑 ， 或 者 更 精确 地 从 侦 联 介质 上 水 解 核酸 和 进行 磷酸 盐 
测定 [4] 。 
iE 1.5g CNBr-Sepharose 4B 在 水 中 ,室温 静 置 30min 
约 可 获得 Sml 溶 胀 的 胶 。 经 烧结 玻璃 漏斗 过 滤 ， 当 水 分 
滤 尽 丽 溶 胀 的 胶 仍 是 潮湿 的 时 候 ， 立 即 停止 抽 滤 ; 
胶 在 漏斗 内 ， 依 次 用 4C ，200ml immol/L HCl. 200ml 
水 和 200ml 10mmol/L, pH8.0 BER FPR PRIA TE; 
BH A & 2m 10mmol/L, pH8.0 磷酸 钾 缓 冲 液 的 
15ml 试管 内 ; 
加 50u] FRERE, H m 胶 需 用 2nmol PKA 
酸 。 室 温 下 振 摇 16h; 
再 移 人 烧结 玻璃 漏斗 ， 抽 滤 除 去 液体 ; 
先后 用 200mi 水 和 100ml imol/L, pH8.0 乙醇 胺 -盐酸 
清洗 ; 
将 胶 移 人 聚 丙烯 试 答 ， 在 7ml Imol/L, pH8.0 ZAR- 
盐酸 中 混 巧 。 室 温 下 揪 4 一 6h。 该 步骤 灭 活 未 偶 联 的 活 
化 的 胶 ; 
在 烧结 漏斗 中 ,依次 用 下 述 溶 液 洗 胶 。100ml 
10mmol/L, pH8.0 Be E f$ 2 aH; 100ml Imol/L, 
pH8.0 Be A? Bp £x aR; 100m! Imol/L KCl; 100ml 
H:O; 100ml fi f í3 xb (10mmol/L, pH7.6 Tris- 
HCl, 0.3mol/L NaCl, tmmol/L EDTA, 0.02% 


9) 
(2) 


2) 
3) 


4) 
5) 
6) 


7) 


8) 
9) 


NaN3); 

4C n] fi T£— E. 

核酸 亲 和 层 析 

在 上 样品 液 到 核酸 亲 和 柱 之 前 ， 建 议 首 先 采用 其 他 的 纯 
化 方法 ， 如 硫酸 镶 沉 淀 、 高 子 交 换 或 凝 胶 过 滤 层 析 等 富 
集 目 的 蛋白 。 这 样 可 以 除去 绝 大 多 数 的 污染 物 ， 并 减少 
非特 异 结合 。 亲 各 层 析 柱 一 般 来 讲 是 短 而 粗 的 ， 例 如 长 
宽 比 为 2:1。 

10 倍 柱 体积 的 平衡 缓冲 液 ( 如 20mmol/L, pH8.0 Tris- 
HCI, 0.15mol/L KCl, Immol/L EDTA) 平衡 福 ; 
调整 样品 液 到 相似 的 离子 浓度 (BNO. 15mol/L KC); 
加 非特 异 DNA 到 样品 液 内 ,每 yg EARI 100ng. TE. 
^p ok £8 A 10min。 非 特异 DNA 长 度 通常 是 ikb 
左右 ， 可 以 是 poly (dI-dC) 或 poly (dA-dT)， 也 可 以 
是 超声 破碎 的 大 肠 杆 菌 、 牛 胸腺 或 钾 色 精 DNA。 为 了 
除去 钥 育 后 可 能 形成 的 复合 物 ， 需 10 000 x g 离心 
10min， 弃 去 沉淀 ; 

缓慢 地 将 样品 液 上 样 到 亲 和 柱 ,流速 Smith; 

5 信 体 积 平衡 缓冲 液 洗 柱 ; 

分 别 用 1 倍 体积 各 含 0.2, 0.3, 0.6 和 1.0mol/L KCI 
的 平衡 缓冲 液 洗 脱 目 的 蛋白 ; 

检测 各 收集 组 分 的 活性 ， 并 汇集 有 特异 活性 的 组 分 。 因 
为 蛋白 质 浓 度 时 常 较 低 ， 故 常 加 入 非 离子 型 去 拍 剂 Tri- 
ton X-100 〈 终 浓度 0.05%) 以 减少 容器 壁 对 和 蛋白质 的 
吸附 。 需 要 注意 的 是 该 去 垢 剂 会 干扰 Azso 测 定 ; 

在 ~70 人 储存 活性 目的 蛋白 组 分 ; 

用 10 倍 体积 的 含 2.5molAL NaCl fü 0. 5mol/L EDTA 的 
平衡 缓冲 液 洗 柱 使 亲 和 柱 再 生 。 然 后 用 含 0.02% NaN; 
的 平衡 缓冲 液 再 平衡 后 将 柱 4 世 储 存 。 
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12.3.2.2 d it 


D 


2) 


3) 


4) 


5) 


6) 


7) 


8) 


9) 


用 结合 序列 核酸 特异 地 洗 脱 核酸 结合 蛋白 是 很 有 效 的 方 
法 。 层 析 柱 的 洗 脱 需 采 用 高 浓度 的 赛 核 荫 酸 。 

常见 的 DNA 结合 蛋白 检测 方法 有 滤 膜 结合 1、 凝 胶 阻 
Wn DNAse 足迹 法 (9]。 注 意 确定 层 析 时 非特 异 竞争 
结合 的 DNA 量 和 项 用 活性 检测 方法 。 

通过 除去 可 溶性 特异 序列 DNA 的 方法 从 目的 蛋白 溶液 
中 除去 DNA 也 许 会 增加 产量 。DNA 可 以 用 DNAse W 
At zk Hj 196 3 2. HS IE Rz eX, EL BR BEER (可 达 596 浓度 ) 
沉淀 去 除 。 在 处 理 去 除 可 溶性 考核 苷 酸 后 ， 缓 冲 液 应 加 
A EDTA 以 除去 二 价 离子 和 灭 活 DNAse. 

通过 偶 联 前 后 测定 溶液 的 Azw 值 能 估算 偶 联 到 介质 的 
DNA 量 。 

影响 DNA 与 蛋白 质 结 合 和 洗 脱 的 一 些 因素 包括 温度 、 
pH 和 镁 浓度 。 

DNA 与 蛋白 质 结合 可 能 需要 某 些 辅 助 因 子 ， 如 ATP. 
Mg. SAR AP RAR (SAM) 等 。 因 此 ， 除 去 它们 也 
VB TRU, 

BLUE (E48 2:8 OH ALHEAEELIEAEREER,. E5~ 
10 次 层 析 纯化 后 柱子 应 废弃 。 

因为 绝 大 多 数 结合 蛋白 都 是 碱 性 蛋白 ， 所 以 在 亲 和 纯 化 
前 通常 先 用 离子 交换 层 析 除去 酸性 和 蛋白。 此外， 核酸 结 
合 蛋 白 也 能 用 一 些 非特 异 层 析 方法 进一步 纯化 ， 如 肢 
X. RRALKANRRS. 

最 初 的 有 关 亲 和 层 析 的 文献 源 自 Kadinagal!®), eb, 
JarettL5] 写 了 一 篇 极 有 用 的 核酸 亲 和 层 析 技 术 的 综述 。 


12.3.3 % R X 
凝集 索 是 能 可 逆 性 结合 碳水 化 合 物 的 和 蛋白质 。 四 为 绝 大 多 数 
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凝集 素 至 少 每 个 分 子 有 两 个 碳水 化 合 物 结 合 部 位 ， 所 以 它们 可 以 
沉淀 糖 蛋 白 和 凝集 细胞 。 凝 集 素 也 就 可 以 用 作 糖 蛋白 的 亲 和 配 
歧 ， 具 有 单 糖 的 糖 蛋 白 可 用 温和 的 蛋白 质 洗 脱 条 和 件 分 高。 虽然 凝 
集 素 亲 积 屋 析 没 有 很 高 的 选择 性 ， 但 是 无 疑 它 已 或 为 蛋白 质 纯 化 
的 --- 种 常用 方法 。 它 通常 作为 系列 纯化 步骤 之 一 。 凝 集 素 亲 和 柱 
ho AF RAE 7315 RWWA. K 12.5 列 出 一 些 常用 的 凝 
集 素 ， 其 中 许多 可 以 从 市 场 获得 偶 联 到 介质 的 商品 。 
#125 Bee 

MRK H HFE Uc WRF AE fg a TERK RAAF 
JIRA oD RR DIRA PES Ca?“ Mi? 


oD BA a-D- dj £j 8 
WE apii 
HURK DIEM e D- IERI jM SDN: Cos Mal? 
c Tfj fij a-D- fj i 


VUE o-D- ER E HY 


gp CCP cam — onem Dno me 
唾液 
Por? ee. DEAR DFA 天 
on 
i 
Ce MEMRRMNO T E 
ns 
Dru 


用 于 六 和 层 桥 的 凝集 素 应 根据 它们 结合 的 特异 性 和 紧密 度 加 
以 选择 。 例 如 ， 刀 豆 素 A (ConA) 与 糖 蛋白 含有 的 葡萄 糖 或 革 
需 糖 结合 ， 而 麦芽 凝集 素 只 与 具有 N- 乙 酰 葡 糖 胺 的 蛋白 质 结合 。 
更 多 的 细节 建议 查阅 文献 ['9.， 胞 膜 糖 蛋白 常 与 麦芽 凝集 素 结合 ， 
而 可 溶性 糖 恒 白 却 通常 用 Con A 或 扁豆 凝集 素 亲 和 柱 纯化 。 守 
糖 结构 和 凝集 素 结合 的 重要 作用 可 参阅 Sutton tit. dit 
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在 许多 情况 下 被 纯化 的 糖 蛋白 的 结构 和 特性 不 清楚 ， 所 以 筛选 一 
些 疾 集 素 与 目的 蛋白 的 结合 状况 常常 是 有 用 和 必要 的 。 用 于 此 目 
的 的 凝集 紊 试剂 盒 也 可 购 得 。 

一 些 仅 适用 于 凝集 泰 亲 和 层 析 的 重要 事项 应 牢记 。 正 如 表 
12.5 列 出 的 那样 ， 一 些 上 凝集 素 在 它们 的 结构 整合 中 需要 某 些 二 
价 离子 。 因 为 凝集 素 亲 和 层 析 常常 涉及 膜 蛋 白质 ， 故 经 常 需要 去 
垢 剂 以 保持 这 些 蛋 白质 的 可 溶性 。 虽 然 凝集 素 对 非 离子 型 去 垢 剂 
相当 宽容 ,但 是 离子 型 去 垢 剂 减 少 它们 的 特异 结合 。 


12.3.3.1 操作 步骤 


雍 集 索 亲 和 层 析 相对 易于 操作 。 可 用 许多 方法 将 凝集 素 固 相 
化 到 介质 。 省 化 氰 偶 联 是 普遍 采用 的 方法 ， 具 体 步 骤 可 参阅 前 面 
的 介绍 。 每 ml 介质 材料 能 偶 联 1~ 10mg 凝集 素 。 偶 联 时 含有 适 
宜 的 二 价 离子 (0.1mmol/L) 和 保护 性 糖 类 (5%, wv) (RR 
12.5) 是 关键 。 保 护 性 糖 类 在 偶 联 过 程 中 使 结合 部 位 不 易 接近 而 
受到 保护 。 许 多 凝集 素 亲 和 柱 也 可 从 市 场 购 得 。 
以 下 步 又 以 介绍 刀 豆 素 A 亲 和 柱 纯化 蛋白 质 为 例 ， 其 他 凝 
集 素 亲 和 柱 的 纯化 步骤 基本 相似 ， 只 要 换 成 适宜 的 洗 脱 用 糖 。 相 
对 长 而 细 的 层 析 柱 有 更 好 的 分 辨 率 ， 短 而 粗 的 柱子 在 小 体积 洗 赔 
时 具有 更 快 的 流速 。 小 的 试验 柱 (例如 装填 在 巴 斯 德 吸管 内 的 ) 
或 在 小 离心 管内 进行 的 层 析 试验 可 用 于 估算 柱 的 结合 容量 。 
D HAJER A 亲 和 柱 的 基本 方法 ,参阅 前 面 已 有 的 详 
细 介 绍 ; 
2) ”用 10 售 柱 体积 的 层 析 缓冲 液 (20mmol/L, pH8.0 Tris- 
HCl, 0.15mol/L NaCl, Immol/L MnCb, {mmol/L 
CaCl, 30mmol/L FRE) 平衡 装 好 的 亲 和 柱 ; 
3) 糖 蛋白 样品 液 对 层 析 缓冲 液 透析 或 用 该 缓冲 液 1:1 稀 
释 ， 然 后 离心 或 过 滤 除 去 沉淀 ; 
4) 将 调整 好 的 糖 蛋 白 样品 液 上 样 到 亲 和 柱 ; 
5) ”用 层 析 缓 冲 液 洗 柱 至 Asso 值 回 到 基线 ; 
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oO 


) 


7) 


8) 
9) 


用 5 ftt HR £1 10mmol/L FP S£-a-D-H' BEER BAH 
WR UE AR ; 

继续 分 别 用 5 fü dk TA AA 20, 50. 100, 250 和 和 
500mmol /L Ff 3&-a-D- tT $$ BE BY EZ FE OP AR; 

检测 目的 蛋白 组 分 。 汇 集 的 目的 蛋白 组 分 透析 除去 糖 ; 
FAS Imol/L NaCl 的 层 析 缓 冲 液 洗 柱 ， 以 获得 再 生 ; 


10) 欲 储 存 时 ， 用 含 0.02%NaNi 的 层 析 缓冲 液 洗 柱 ， 防 止 


污染 。 


12.3.3.2 it it 


1) 


2) 


4) 


5) 


6) 


AMHRRR BRANT. 降低 上 样 时 流速 。 或 通 

过 一 批 试 验 ， 筛 选 出 最 大 凝集 素 - 糖 蛋白 相互 作用 的 条 

件 。 此 外 ， 增 加 柱 温 到 37 科 可 以 改进 糖 重 白 的 结合 。 

洗 脱 步 又 前 用 高 盐 溶 液 洗 柱 能 减少 非特 异 结合 。 

以 下 几 个 方法 可 试用 改进 糖 蛋 白 的 洗 脱 。 

几 洗 陪 液 开始 洗 赔 后 关闭 柱子 ， 停 止 洗 陪 液 流动 ， 从 而 

增加 蛋白 质 -凝集 素 解 离 作 用 的 时 间 。 放 置 过 夜 可 能 会 

获得 更 好 的 目的 泌 折 回收 率 。 

有 时 温 热 订 和 柱 促 进 蛋 白质 的 结合 ， 适 当 降 温 常 常 有 相 

反 的 作用 ， 即 促进 洗 脱 , 

WH Ag thE eh CO. lmol/L, pH6.5) "E Bh T OR XE RS Dc 

Jh, AL Wh AE S) ort PRI 

省 化 氰 活化 的 介质 可 以 含有 带电 基 团 ， 它 们 能 导致 一 

离子 交换 作用 。 该 于 扰 可 经 含 0.1mol/ML 盐 的 层 析 缓 冲 

液 洗 柱 最 大 限度 地 清除 ， 

- -此 成 功用 于 凝集 崇 亲 和 层 析 的 去 垢 剂 包括 Triton X 

100, Nonidet P-40 和 Octyl BD-glucoside。 和 需要 注意 的 

是 前 两 者 在 280nm 有 较 强 的 光 吸 收 。 

如 果 纯 化 膜 绰 白 ， 凝 集 素 应 通过 亲 水 而 不 是 醇 水 空间 辟 

偶 联 到 介质 。 这 样 可 以 减少 非特 异 朴 水 相互 作用 。 在 这 
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种 情况 下 ， 乙 二 醇 〈 浓 度 可 达 5096) AHF RD RK 
作用 。 有 关 的 膜 蛋 白 纯化 ，Thomas & McNamee!!! $ 
作 过 综述 。 

7) 分 步 洗 脱 比 梯度 洗 脱 通常 更 成 功 。 

8) 容易 与 二 价 离子 产生 沉淀 的 磷酸 盐 缓 冲 液 应 避免 使 用 。 

9) 检测 糖 蛋白 的 一 些 方法 可 参阅 Gerard HA" 。 

10) 除 省 化 氛 活 化 的 琼脂 糖 和 外 ， 其 他 活化 的 介质 ， 如 Af- 
fiGel 10、AffiGel 15 或 carbonyldiimidazole (CDI) 琼脂 
也 可 选用 [32]。 


12.3.4 染料 配 基 


染料 配 基 层 析 不 是 真正 意义 的 亲 和 层 析 ， 因 为 它们 并 不 是 与 
它们 结合 的 蛋白 质 的 天 然 配 基 。 然 而 染料 柱 能 很 好 地 结合 蛋白 
质 ， 并 能 导致 满意 地 纯化 和 蛋白质。 事实 上 ， 有 时 这 种 结合 甚至 比 
正常 的 配 基 更 紧 。 染 料 配 基 柱 通常 是 廉价 和 稳定 的 ， 并 且 具 有 较 
高 的 蛋白 质 结 合 容量 。 所 以 染料 配 基层 析 能 作为 蛋白 质 纯 化 中 有 
价值 的 步骤 之 一 。 

选择 纯化 特异 蛋白 质 的 适宜 染料 一 般 是 通过 反复 试验 比较 后 
决定 。Cibacron Blue F3GA, 作为 该 领域 的 先驱 染料 与 烟 酰 胺 由 
BARRERA, 并且 一 直 用 于 纯化 激酶 KRM. RAB 
和 其 他 核 苷 酸 依赖 的 蛋白 质 。 但 是 这 种 结合 特异 性 不 是 绝对 的 ， 
Cibacron Blue 也 用 于 不 具有 核 苷 酸 结 合 功能 的 各 种 蛋白 质 的 纯 
化 。 蛋 白质 与 染料 的 结合 可 能 涉及 朴 水、 静电 或 氢 键 结合 力 等 。 
因此 ， 尽 管 有 市 售 的 短 选 各 种 染料 的 试剂 盒 ， 选 择 纯化 给 定 蛋 白 
质 的 最 佳 染料 也 没有 现成 的 方法 可 循 。Scopesl271 按 照 与 蛋白 质 
结合 的 能 力 将 染料 分 类 ， 并 推荐 了 一 个 选择 最 有 效 染 料 的 系统 。 

来 料 配 基 层 析 的 操作 比较 简单 。 基 于 一 些 支 持 介质 的 染料 层 
析 柱 填料 可 从 市 场 获得 〈 见 表 11.6)， 这 些 推 荐 的 商品 都 有 很 好 
的 可 再 生性 。 在 选择 适宜 的 染料 配 基 时 ， 非 常 实用 的 方法 是 连续 
进行 几 种 染料 配 基 层 析 试验 ， 如 果 第 一 种 不 结合 县 的 蛋白 ， 也 许 
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第 一 种 就 会 结合 。 洗 陪 时 ， 绝 大 多 数 蛋 白质 是 采用 高 盐 方 式 洗 
脱 ， 虽 然后 面 还 提 及 其 他 方法 。 当 料 配 基 柱 若是 与 目的 蛋白 结合 
能 力 很 有 限 ， 则 可 以 降低 溶液 的 pH 值 或 应 用 二 价 、 三 价 阳离子 
时 常会 得 到 改善 。 总 之 ， 遵 循 上 述 这 样 几 个 办 法 ， 染 料 配 基层 术 
将 在 蛋白 质 纯 化 中 发 挥 重要 作用 。 

家 12.6 PARE RAR 

Cibacron Blue F3GA 

Procion Blue H-8 

Procion Blue HE 3B 

Procion Yellow H-A 

Procion Green H-E4BD 


12.3.4.1 操作 步骤 


在 开始 染料 配 基层 析 纯 化 蛋白 质 之 前 ， 必 须 确 定 所 用 的 染 
料 。 如 前 所 述 ， 需 用 不 同 染 料 柱 进行 小 规模 (m BO) BO 
选 。Scopesi27] 推 荐 的 策略 可 供 参考 。 此 外 ， 进 一 步 的 小 规模 试 
验 可 用 于 优化 洗 脱 参数 。 有 必要 提醒 注意 的 是 ,一 个 能 与 许多 重 
Fi 质 结合 而 不 结合 且 的 慌 白 的 染料 配 基 柱 非常 有 用 。 它 可 以 作为 
最 终 纯 化 前 去 除 杂 蛋白 的 极 佳 步骤 。 以 下 介绍 Cibacron Blue 
F3GA 柱 用 高 盐 溶 液 洗 脱 的 方案 ， 

1) Hi 5ml Cibacren Blue F3GA- 琼 脂 糖 装填 一 个 层 析 柱 。 对 

大 多 数 实际 点 用 来 讲 ， 短 而 粗 的 柱子 应 能 获得 满意 效 
果 。 长 而 细 的 柱子 多 用 于 纯化 结合 力 弱 的 和 蛋白质， 虽然 
流速 会 有 所 下 降 ; 

2) 10 倍 柱 床 体积 的 层 析 缓 冲 液 (例如 ，20mmolL， 

pH8.0 Tris-HCI, 0.1mol/L NaCl) 平衡 装 好 的 柱子 ; 

3) 为 了 达到 上 样 要 求 ， 蛋 白质 样品 液 需 转 换 成 近似 层 析 缓 

冲 液 的 条 件 ， 凶 通过 用 层 析 缓 冲 液 透 析 或 1:1 稀释 来 进 
行 。 上 样 前 样品 液 应 经 离心 或 过 滤 达 到 澄清 。5Sml 柱子 
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4) 
5) 
6) 
7) 


8) 


BE EFE 50~ 200mg 和 蛋白质 样品 。 除 非 蛋白 质 结合 容量 
非常 高 ， 通 常 上 样 蛋白 质 浓 度 应 在 10—20mg/ml 范围 ; 
上 样 到 层 析 柱 ; 

S 倍 柱 床 体积 层 析 缓 冲 滚 洗 柱 或 洗 至 Azso 值 回 到 基线 ; 

5 倍 柱 床 体积 洗 脱 缓冲 液 〈 例 如 ，20mmol/L，pH8.0 


Tris-HCl, 1.0mol/L NaCl) 洗 陪 目的 蛋白 ; 


检测 洗 脱 组 分 中 的 目的 蛋白 ， 并 汇集 含 活性 目的 蛋白 的 
组 分 ; 

再 生 层 析 柱 。 先 用 3 倍 柱 床 体 积 Imol/L NaOH 洗 柱 ， 
再 用 10 ABS 0.02% NaN; 的 层 析 缓 冲 液 洗 柱 即 可 。 


12.3.4.2 其 他 洗 脱 策略 


1) 


2) 


3) 


4) 


5) 


如 果 染 料 占据 的 是 配 基 结 合 部 位 ,那么 可 以 用 配 基 (如 
NAD 或 NADP, 浓度 范围 Lumol/L 至 25mmol/L) 进行 
更 特异 的 洗 脱 。 

用 EDTA 除去 金属 离子 有 时 有 助 于 洗 赔 。 

增加 pH 值 可 能 比 盐 溶液 洗 脱 更 有 效 。 因 为 更 碱 性 的 溶 
液 有 减少 蛋白 质 与 染料 配 基 柱 结合 的 趋势 。 

当 蛋 白质 结合 以 疏水 相 下 和 作用 为 主 时 ， 减 少 溶液 的 极 性 
(用 20% 乙醇 、10% 异 丙 醇 或 10% ~50% 乙 二 醇 ) 也 
促进 目的 蛋白 的 洗 陪 ， 但 是 洗 脱 峰 有 增 宽 的 趋势 。 
COS BL (WR. LiBrhuo 或 KSCN) 也 能 用 于 洗 脱 ， 
但 它们 时 常 引起 蛋白 质变 性 。 

利用 磷酸 盐 缓 冲 液 能 减少 非特 异 相 互 作 用 ， 尽 管 它 能 导 
致 多 价 阳 离子 沉淀 。 


12.3.4.3 d È 


1) 


影响 洗 脱 的 最 有 用 的 变量 是 pH、 离 子 强度 和 温度 。 更 
高 的 pH 或 离子 强度 均 倾向 于 减少 蛋白 质 的 结合 。 


2) 更 严厉 的 再 生 条 件 包 括 6~S8mol/L B, RRA ER 
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2 — 4mol /L lii FUL o 

3) 现在 有 各 种 用 于 染料 配 基 层 析 的 介质 、， 如 Sepharose, 
Ultrogel 、Trisacryl 和 Bio-Gel 入 ， 它 们 有 极 好 的 刚性 和 
流速 。 

4) ”必须 在 系列 实验 中 小心 地 使 用 同样 的 染料 配 基 柱 ， 妈 使 
有 很 多 渠道 和 不 同 的 供应 商 提供 相似 的 染料 。 凡 为， 不 
同 来 源 的 . -种 染料 ， 其 全 同 . -来 源 不 同 批 次 的 染料 都 可 
能 具有 层 析 特 性 上 的 差异 。 而 且 不 同 制造 商 的 染料 配 基 
介质 很 可 能 冉 相 化 了 不 同 量 的 染料 。 

5) Lowe & Pearson" , Angal!?!#1 Scopes &g fp £f P Ue 
锣 相 化 到 介质 的 方法 。 


12.3.5 固 相 化 金属 亲 和 层 析 


轩 相 化 金属 亲 和 屋 析 的 原理 是 利用 暴露 的 蛋白 质 残 基 和 介质 
上 的 金属 离子 之 间 的 相互 作用 进行 纯化 '*1。 作 为 电子 供 体 的 中 
Wi A, We, GSR TRS, ESR RAP 
含 这 些 氨 基 酸 残 基 的 蛋白 质 就 受到 阻 滞 。 由 于 电子 供 体 EBA 
质子 化 的 ， 至 少 部 分 是 如 此 以 便 束 合金 属 离子 ， 所 以 越 碱 性 的 深 
WAR EUA 5 eR PUES A RE 

^Y SERIE HI LIERI. BAILS BF a Be 
近 的 。 这 和 神 可 接近 性 证 这 样 实现 的 。 队 介质 伸 出 一 些 亲 水 的 辟 ， 
芋 术 端 与 金属 形成 复合 物 。 市 售 的 、 典 型 的 用 于 金属 整合 的 介质 
EFAA LE (IDA)。 当 需要 更 紧 的 蛋白 质 - 金 属 结 合 时 ， 次 
MAL INE CTED) Sepharose 也 是 可 以 用 的 。 如 果 几 乎 没有 关 
上 将 归 纯 化 重 折 质 特性 的 信息 ， 则 铜 是 首选 试用 于 金属 亲 和 柱 的 
金属。 常用 的 其 他 金属 有 锦 、 锌 、 儿 和 钙 。 没 有 一 个 现成 的 方法 
可 以 用 于 选择 最 佳 金属 离子 ， 只 能 推荐 反复 试验 币 选 。 在 金属 亲 
WEHE h, MAAAR (0.5~1mol/L NaCl) 可 以 减少 非 
特异 离子 相 开 作用 。 此 外 ， 在 人 发 白 质 结合 前 和 过 程 中 --- 定 要 对 免 
金属 整合 剂 (EDTA, EGTA MHEMM) 
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12.3.5.1 操作 步骤 


装填 介质 


1) 


8) 


9) 
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*Oml IDA-Sepharose 6B 装填 一 个 柱子 。 柱 长 与 柱 径 比 
例 可 随 目 的 蛋白 结合 的 紧密 程度 不 同 而 变化 。 结 合 较 紧 
的 目的 蛋白 用 短 而 粗 的 柱子 就 能 很 好 地 分 离 ; 

3 倍 柱 床 体积 的 水 洗 柱 ; 

3 倍 柱 床 体 积 的 1mg/ml CuSO,:SH;0 Be; 

5 倍 柱 床 体积 的 层 析 缓 冲 液 (20mmol/L, pH7.5 磷酸 钠 
ik MU, 0.5mol/L NaCl) 洗 柱 ; 

ARASH RASA AH MR, BAK ROTM 
1:1 稀释 。 再 经 离心 或 过 滤 获 得 澄清 的 样品 液 。 介 质 结 
合 容量 决定 柱子 的 有 效 载 样 量 ， 通 过 试验 测定 柱子 的 总 
结合 容量 是 非常 有 用 的 。 通 常 结 合 窑 量 的 合理 估计 是 每 
ml 介质 结合 10 一 100mg 和 蛋白质; 


， 将 样品 液 〈 蛋 白质 浓度 1 一 10mg/ml) 上 样 到 金属 亲 和 


柱 ; 

S 倍 柱 床 体积 是 析 缓冲 液 洗 柱 ， 或 洗 至 Am AAAS 
线 ; 

s 倍 柱 床 体积 洗 脱 缓 冲 液 (100mmolL , pH5.0 乙酸 
钠 , 0.Smol NaCl) 洗 脱 目的 蛋白 ; 

& SÜmmol/L EDTA 的 层 析 缓冲 液 既 可 用 于 洗 脱 较 强 结 
合 的 蛋白 质 ， 也 可 用 于 柱子 的 再 生 。 

另 一 个 洗 脱 策略 是 金属 结合 竞争 法 ， 例 如 增加 砖 唑 3]、 
组 毛 酸 、 甘 氨 酸 或 毛 化 铵 的 浓度 ， 从 而 与 目的 蛋白 竞争 
金属 离子 结合 位 点 达到 洗 脱 目的 。 促 溶剂 〈 豚 ) MAG 
剂 也 有 助 于 强 结合 蛋白 质 的 洗 脱 。 

浓度 梯度 洗 脱 也 可 试用 来 代替 上 面 介绍 的 洗 脱 步骤 。 


12.3.5.2 i ie 


1) 变动 金属 离子 的 用 量 能 获得 不 同 的 纯化 结果 。 一 般 来 
Ut, ERM AG L/3 到 1/2 金 户 结 合 容量 介质 装填 的 柱 
子 是 最 好 的 。 这 样 的 柱子 因为 有 空余 的 金属 结合 部 位 所 
以 金属 渗 漏 可 以 减少 到 最 低 限 度 . 

2) 通过 降低 pH 值 洗 脱 时 ， 既 要 保证 不 使 日 的 蛋白 变性 ， 
也 要 防止 引起 等 电 点 沉淀 。 此外、 要 注意 低 pH 时 IDA- 
Zw * 和 IDA-Co?* 介质 会 变 得 不 稳定 [2 。 


12.3.6 SUK EHET 


LK AGEL HE FR EZ Bn E LA fe Mik 3 BUD E ESL MK k 0) 
3E FADS AERIS), BUKH ERTE -PRERE Clo 中 的 非 
BYE 9 REIS HETE 72. RE HARA A — Fe BP a EX RA RE 
在 膜 上 。 可 溶性 蛋白 质 在 外 表面 上 可 能 存在 琉 水 小 区 ， 它 促进 全 
lA Od ERE. dis fe KA op prox uS PEDI. Dx 
Be gie f t ok popa Kl ere (6l er de dp xp ag 01s HR AS ie 
JK LE BF AD AD SE AS RA SAT S 
A PE, UAH, A HEIRE E 

ARRIETA AE SISTER AAD SAK GE. dc 
Meee PE, A RK SB a EH ER ECL 
12.3), "ii SUBE Kc HE MEE, RUBE GK, BK REY > f 
CPR, Gk OKA LRA ASR, FOR TARVER, BY BE 
会 导致 重 白质 变性 。 苯 枯 琼 脂 糖 比 辛 基 琼脂 糖 疏 水 性 低 ， 是 朴 水 
纯化 中 效果 不 错 的 常用 介质 ， 万 其 是 试用 于 纯化 开始 时 。 

Bi KA BYE FB SP ER 

EPEE  -O-CH;-CHOH-CH;-O-C4Hs 

FESE = -O-CH,-CHOH-CH,-O-( CH );-CH; 

溶液 盐 浓 度 增 加 时 朴 水 作用 变 得 更 强 。 因 此 ， 大 多 数 朴 水 层 
析 程 序 都 是 高 盐 时 上 样 ， 降低 扑 浓 接 时 洗 脱 。 所 以 在 硫酸 锐 沉 演 
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或 离子 交换 层 析 后 可 以 方便 地 直接 进行 玖 水 层 析 纯 化 。 温 和 的 洗 
脱 条 件 及 高 蛋白 质 结合 容量 (10~ 100mg/ml) 使 疏水 层 析 在 蛋 
白质 纯化 中 成 为 很 有 价值 的 方法 ， 也 是 更 换 缓 冲 液 的 方法 之 一 。 


12.3.6.1 ESR 


下 述 方案 设 定 样品 是 在 7596 iB P OL BE Jc PAE 50% GER ER 
溶液 的 情况 。 


1) 
2) 


3) 
4) 


5) 


6) 


装填 Sml EERUN CL-4B EAN: 

10 倍 柱 床 体积 层 析 缓冲 液 (20mmol/L, pH7.0 磷酸 钠 
it, 50% WEE) 洗 柱 ; 

调整 样品 液 符 合 要 求 ， 即 在 pH7.0 磷酸 钠 缓冲 液 中 含 
50% mR. LHFERA S 200~ 500mg; 

3 倍 柱 床 体 积 层 析 缓 冲 液 洗 柱 或 洗 至 Azso 值 回 到 基线 ; 
用 分 步 梯度 法 洗 脱 。 每 步 依 次 分 别 采 用 两 售 体积 各 含 
4096. 3096, 2096. 10% RO% FMEA) pH7.0 磷酸 钠 
缓冲 液 洗 脱 ; 

再 依次 用 5 倍 体积 水 、5 倍 体 积 mol/L NaCl 和 5 倍 体 
积 水 洗 柱 ， 使 其 获得 再 生 。 


12.3.6.2 id idt 


1) 


2) 


3) 


4) 


SEPIA SBN BA RRS SE IT ER 
得 较 强 的 结合 。 

特异 性 洗 脱 可 以 用 辅助 因子 、 底 物 、 抑 制剂 或 金属 离子 
等 。 

替代 洗 脱 方法 还 有 利用 渐 增 浓度 的 极 性 弱化 剂 Cn 
30% 一 75% 的 乙 二 醇 或 乙醇 )、 促 溶 离子 、 非 离子 型 去 
Ja) {如 Tween-20 或 Triton X-100) X AE HERI (1mol/L 
尿素 )。 此 外 ， 增 加 pH 或 降低 温度 也 能 减少 结合 。 注 
意 极 性 弱化 剂 有 引起 蛋白 质变 性 的 倾向 。 

蛋白 质 在 接近 其 等 电 点 时 具有 最 大 的 醉 水性。 因而 溶液 


pH RA p SHREK KAA 73 EE IC 

5) 更 有 效 的 洗 脱 也 许 是 同时 采用 两 种 原理 的 洗 脱 方法 ， 例 
如 降低 盐 浓 度 和 增加 极 性 弱化 剂 浓度 。 

6) 梯度 洗 脱 可 能 会 改善 分 辨 率 。 

7) 如 果 介 质 踊 水 性 太 强 也 可 能 与 蛋白 质 发 生 不 可 逆 结合 。 
预先 进行 小 规模 试验 有 助 于 防止 这 样 的 事 发 生 ， 以 避免 
EARIZER, 

8) PB KI STER E ROSE IETRSRS, E H A n RE 08 3 
介质 的 几 个 不 同 部 位 ， 计 是 造成 不 规则 的 洗 脱 。 

9) IWüKtte'Em,. 8-3 20-30 次 

10) Kennedy", Roe) fl Shaltiel!2®) 3& 4 Bil 4p 48 P LOK HE 
的 洗 脱 策略 和 再 全 。 
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第 十 三 章 ”和 蛋白质 的 晶体 培养 
一 一 悬 滴 结 曲 
13.1 引 言 


生物 大 分 子 X 射线 晶体 学 是 揭示 分 子 结构 与 功能 关系 的 科 
学 。 要 进行 X 射 线 晶 体 结 构 分 析 ， 必 须要 得 到 适合 于 结构 分 析 
的 晶体 [9。 第 一 ， 晶 体内 部 结构 要 具有 有 序 性 ， 是 单 晶 而 非 这 
&; 第 二 ， 卓 体 要 有 一 定 的 大 小 和 形状 。 因 为 晶体 街 射 线 的 强度 
大 体 上 正比 于 晶体 的 体积 ， 反 比 于 分 子 量 。 一 般 分 子 量 为 
50 000D, 左 右 的 蛋白 质 分 子 需要 0.3mm? 或 更 大 的 晶体 以 进行 高 
分 辩 率 的 结构 分 析 。 分 子 量 越 大 ，、 所 需 晶 体 体 积 就 越 大 。 为 满足 
上 述 要 求 ， 首 先 要 使 生物 大 分 子 结晶 ， 再 设法 使 其 长 大 [31。 

蛋白 质 结晶 过 程 像 其 他 小 分 子 物质 一 样 ， 是 一 个 有 序 化 过 
程 ， 即 在 溶液 中 处 于 随机 状态 的 分 子 转 变 成 有 规则 排列 状态 的 固 
体 。 一 般 认为 要 使 这 种 有 序 化 过 程 开始 ， 必 须要 形成 一 定 大 小 的 
晶 核 ， 并 使 分 子 不 断 的 结合 到 形成 的 晶 核 上 。 而 蛋白 质 溶液 能 开 
始 形 成 晶 核 ， 就 必须 使 溶液 达到 过 钨 和 ， 并 保持 一 定 条 件 ， 使 溶 
液 中 的 分 子 失 去 自由 运动 的 能 量 CPB. ete) 而 结合 到 晶 核 
上 寺 ， 形 成 新 的 稳定 化 学 键 (次 级 键 )， 使 体系 能 量 降 低 形 成 易 
体 。 

蛋白质 等 生物 大 分 子 的 结晶 比 一 般 小 分 子 化 合 物 的 结晶 要 困 
难 的 多 ， 这 是 由 于 这 些 大 分 子 的 分 子 量 很 高 ， 几 何 形状 较 复 杂 ， 
表面 电荷 多 种 多 样 ， 因 此 分 子 问 相互 作用 或 相互 结合 的 点 很 多 ， 
而 可 能 形成 有 序 排列 的 关键 结合 点 和 几何 匹配 位 置 又 很 少 ， 在 外 
Rett C pH 值 、 温 度 不 同 溶剂 等 ) 的 影响 下 ， 分 子 构象 容易 
产生 某 些 变化 ; 同时 在 大 分 子 结晶 时 ， 又 必须 保持 在 水 和 状态 ， 
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或 者 在 生理 pH 值 和 温度 条 件 下 。 因此 .一般 小 分 子 结晶 的 方法 
都 不 适合 应 用 于 大 分 子 的 葛 体 生长 ， 从 而 使 得 生物 大 分 子 的 晶体 
培养 工作 相当 困难 。 然 而 ， 在 蛋白 质 的 晶体 培养 方面 ， 经 过 长 期 
的 努力 已 积累 了 许多 成 功 的 经 验 ， 对 和 蛋白质 的 纯化 、 溶 解 iih 
和 生长 等 方面 也 进行 了 许多 理论 各 实验 研究 。 长 期 以 来 很 难 培 养 
d dà a9 RRA ROI aT X 射线 分 析 的 蝇 体 。 但 是 
从 总 体 方面 来 说 ， 生 物 大 分 子 的 晶体 培养 仍然 是 摸索 性 和 经 验 性 
的 ， 在 某 种 程度 上 还 要 靠 机 遇 。 品 体 培养 已 成 为 当前 阻碍 提高 品 
体 结 构 分 析 速 度 的 关键 性 问题 。 为 此 大 们 正在 做 进 - 步 的 努力 , 
在 物理 学 方面 ,正在 研究 生物 大 分 子 的 结晶 生长 的 复杂 机 理 ; 在 
自动 化 方面 ， 已 设计 和 使 用 了 由 计算 机 控制 的 蛋白 质 结 意 系统 ; 
在 微 重力 条 件 下 的 品 体 生长 研究 也 已 引起 了 学 者 们 的 兴趣 和 和 重 
au. 

说 养 蛋白 质 唱 体 最 重要 的 是 分 离 、 纯 化 并 获得 均 … 的 样品 ， 
…- 般 要 求 电泳 纯 。 然 后 使 溶液 达到 过 饱和 这 样 蛋白 质 林 可 能 开始 
结晶 ,， 蛋 白质 溶液 的 饱和 度 迄 溶解 性 的 变化 而 变化 ， 而 溶解 形式 
与 佛 白 质 的 浓度 、 离 子 强度 、 温 度 、pH 值 、 加 入 的 有 机 溶剂 以 
及 与 蛋白 质 结合 的 异 电荷 离子 等 因素 有 关 。 通 过 改变 这 些 因素 可 
以 减少 蛋白 质 的 溶解 度 ， 最 后 使 溶液 达到 过 饱和 。 而 过 饱和 是 - 
种 不 稳定 的 状态 ， 在 这 种 状态 下 产生 癌 核 ， 其 中 -… 些 晶 核 生 长 成 
大 的 晶体 ， 从 不 稳定 状态 向 稳定 状态 的 转化 可 以 加 以 控制 ， 从 而 
达到 产生 较 少 的 晶 核 以 长 出 大 的 晶体 。 关键 是 控制 过 饱和 度 的 量 
和 速度 ， 过 饱和 度 要 低 ， 侧 速度 蔓 尽 可 能 的 慢 ，.- 般 要 ! 一 2 个 
月 的 时 间 ， 甚 至 -一 年 以 上 。 

本 章 介 绍 的 悬 滴 结 曲 法 适用 于 微量 筛选 结晶 条 任 。 每 个 重 拥 
质 溶液 的 样品 只 需 Su lO, FAREM Iml， 实 验 林 采用 24 
孔 组 织 培养 板 进行 。 此 法 的 原理 是 将 含有 使 某 种 蛋白 质 结晶 所 和 需 
盐 浓度 的 溶液 与 含有 有 略 低 于 这 种 盐 溶液 浓度 的 相应 溶质 的 蛋白 质 
溶液 在 一 个 密封 体系 内 -一 起 蒸发 扩散 ， 最 后 达到 平衡 而 使 蛋白 质 
溶液 内 盐 浓度 提高 ， 降 低 蛋 白质 的 溶解 度 ， 达 到 过 饱和 而 结晶 。 
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悬 滴 法 是 蒸汽 扩散 法 中 一 种 通用 性 技术 ， 在 实践 中 较为 成 功 ， 同 
时 也 便于 初学 者 人 掌握。 


13.2 Ax» dx 
13.2.1 结晶 原理 
13.2.1.1 蛋白 质 晶体 的 生长 


蛋白 质 在 水 中 的 溶解 度 由 其 氨基 酸 构成 和 体系 的 温度 ，pH 
值 ， 其 他 溶质 等 诸多 因素 决定 。 当 某 种 蛋白 质 溶液 的 浓度 高 于 它 
的 溶解 度 时 ， 它 就 过 饱和 了 。 此 时 ， 蛋 白质 生成 聚合 物 离开 液 
相 ， 形 成 不 溶 相 Hi。 聚 和 发 生 于 两 个 不 同 的 阶段 - 晶 核 形成 期 及 
晶体 生长 期 。 在 晶 核 形成 期 聚合 的 蛋白 质 分 子 形成 稳定 的 复合 
物 ， 具 体形 式 为 无 序 、 无 定形 沉淀 或 微 晶 。 其 他 的 蛋白 质 分 子 通 
过 扩散 作用 运动 到 这 些 形 成 晶 核 的 复合 物 表面 ， 与 之 结合 构成 品 
体 生 长 相 。 


13.2.1.2 生成 晶体 的 最 佳 条 件 


使 不 溶 相 构 成 形式 为 晶体 而 不 是 无 定形 沉淀 的 因素 尚未 完全 
明了 。 大 多 数 晶体 的 形成 依赖 于 所 有 影响 此 种 蛋白 质 溶 解 度 的 因 
素 的 系统 性 改变 ， 对 生成 晶体 最 佳 条 件 的 选择 至 今 仍 停留 在 经 验 
水 平 上 。 当 蛋白 质 高 度 过 饱和 时 将 以 无 定形 沉淀 为 主要 析出 形 
式 ， 而 县 晶体 的 成 长 速度 远 慢 于 无 定形 沉淀 的 生成 速度 ， 所 以 在 
提高 蛋白 质 浓 度 使 其 过 人 物 和 时 若 速度 太 快 ， 无 定形 沉淀 也 会 先 析 
出 《图 13.1) . 故 培养 晶体 的 一 般 方 法 为 将 蛋白 质 的 浓度 尽量 组 
慢 提 高 至 略 高 于 其 溶解 度 即 可 。 


13.2.1.3 ”提高 蛋白 质 浓度 至 饱和 


如 图 13.1 所 示 ， 使 蛋白 质 溶液 达到 饱和 的 手段 有 两 种 ， 提 
高 蛋白 质 在 体系 中 浓度 (MNRAS) 和 降低 蛋白 质 
的 溶解 度 。 虽 然 如 改变 pH 值 或 温度 等 一 系列 化 学 、 物 理 方法 可 


T-20'C pH 4.2 
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图 13.1 蛋白质 浓度 与 盐 浓 度 对 溶菌 酶 结 昌 影响 的 动力 学 过 程 。 
无 定形 沉淀 在 小 白质 与 盐 浓 度 高 时 迅速 生成 。 蛋 白质 与 盐 浓 度 较 
低 时 晶体 在 长 时 间 内 不 断 长 大 。 但 只 要 蛋白质 浓 度 低 于 溶解 度 就 
不 会 有 不 溶 相 出 现 


以 降低 蛋白 质 的 溶解 度 ， 但 现今 结晶 蛋白 质 的 主要 方法 是 沉淀 剂 
法 ， 也 叫 沉淀 法 。 悬 滴 法 对 于 降低 蛋白 质 溶解 度 就 切实 有 效 ， 因 
HERRR (RAD BE) 和 沉淀 剂 法 的 混合 手段 。 


13.2.1.4 用 于 蛋白 质 结晶 的 沉淀 剂 


沉淀 剂 有 盐 类 和 有 机 类 两 种 类 型 ， 它 们 的 作用 完全 不 同 。 盐 
类 沉淀 剂 破坏 蛋白 质 的 水 化 层 ; 减 小 蛋白 质 与 水 的 结合 能 力 ; TR 
大 和 蛋白质 与 蛋白 质 的 结合 能 力 。 有 机 类 沉淀 剂 的 基本 功能 是 降低 
溶质 的 介 电 常数 使 它们 之 间 的 静电 排斥 力 与 它们 的 极 性 减弱 (1。 
各 种 沉淀 剂 的 目的 都 是 增 大 蛋白 质 之 间 的 吸引 力 ; 促进 构成 晶体 


+ 267 + 


的 键 的 生成 。 

几 种 有 机 沉淀 剂 在 实践 中 很 有 用 ， 因 为 它们 不 像 其 它 许 多 有 
机 沉淀 剂 那样 会 使 蛋白 质变 性 ， 如 2- 甲 基 -2，4 R= (MPD) 
MRZLE 〈PEGs)。 聚 乙 二 醇 是 一 种 特别 的 有 机 沉淀 剂 ， 因 为 
它们 是 很 大 的 聚合 体 。 它 们 可 以 降低 溶质 的 介 电 常数 ， 而 且 他 们 
表现 出 可 影响 水 的 化 学 形态 的 能 力 (!s1。 蝇 体 学 级 的 PEGs 产品 
是 各 种 长 度 聚 乙 二 醇 的 混合 物 在 精 饮 成 几 种 分 子 量 相差 数 百 或 数 
千 的 馅 分 后 ， 根 据 其 平均 分 子 量 (200 一 20000Da) HH CER: 
PEGs 会 被 醛 类 、 过 氧化 合 物 和 一 些 阴离子 污染 )。 相 应 的 也 有 
一 些 净化 手段 [4,24]。 最 近 ， 发 现 了 其 他 几 种 可 用 于 蛋白 质 结晶 
He “KREME”, HSH ANNE LB), 

表 13.1 列 出 了 一 些 用 于 结晶 蛋白 质 的 沉淀 剂 。 常 用 于 获得 
大 分 子 结晶 的 有 ;硫酸 铵 、PEGs、 磷 酸 盐 缓冲 溶液 、 握 化 钠 、 
MPD 和 和 氟 化 镁 (21]。 要 注意 的 是 ，MPD 是 最 近 才 用 于 蛋白 质 结 
晶 的 ,是 否 有 效 尚未 肯定 。 实 际 上 几 种 沉淀 剂 的 混 从 使 用 是 很 有 
效 的 。 

misi o 用 于 结 品 强 和 白质 的 沉淀 剂 * 


ib X 有 机 类 沉淀 剂 
BRK Ae 
TERE 二 氧 杂 环 乙 烷 
RR =F RR 
Fie BIS 
Huic ze 
WES LET 
Rite Sam 

L1 4:1 RA 
RE e 

ARE MPD 


FUE t 1, 3-8 
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续 表 


ik 类 有 机 类 沉淀 前 

m Tr ZO IN A x fer 
Nri fi gp 
qnom 聚合 物 类 沉淀 剂 
SR A AN e obi «EUASSE 《Mr 不 定 ) 
iH E CEE HE X 
3A LAA PEGs (Mr 不 定 ) 
Fr ACE PEGS (2 000) 
e cn STAG Z hit 
fi A FA EZ USE (Pann) 
Lp ELIRA CIS 000) 
WS RI SAAR LMA (TS) 


sp X [81. L071. 123] 


13.2.1.5 蛋白 质 结 晶 条 件 的 选择 


SEV S SL EP PT REIT. 首先 存 各 种 条 件 下 
{包括 沉淀 剂 的 使 用 和 其 他 溶解 成 分 的 变化 ) 测定 蛋 E[ 质 的 溶解 
度 ， 单 在 这 .阶段 就 想 获 得 可 供 衍 射 实验 的 品 体 是 很 难 的 ,， 这 一 
ipe ear FL & SE SR Ca Ao E S TR ARTS ix E, E 
FLA ETUR IE EAE ELVER BRAGA HAL XX ECUR TREE LRL LE 
At ce A e dee p (HE 13.1). 第 - PTT 
条 件 ， 即 对 第 .阶段 所 提供 的 条 件 和 进行 系统 的 微小 的 修改 使得 过 
到 过 饱和 的 过 程 更 加 缓慢 、 晨 核 的 缘 成 因此 成 为 可 能 :2 
13.2.2 第 一 阶段 操作 步 又 

(BERE FR d dE Ta HE pH d. TEER ROD. ERY AE 
tbi i VI AS SS AR FER p DE VA E HORT REX T Ad BE 
(EEUU Age … 步 ， 确 定 -- 组 沉淀 剂 - 缓冲 溶液 体系 ， 以 作 
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为 结晶 体系 筛选 的 起 点 。 这 一 工作 的 基础 是 经 验 假设 ， 最 适 于 进 
行 筛选 的 条 件 是 已 用 于 结晶 过 其 它 蛋 白质 的 ， 尤 其 是 与 样品 结构 
相近 的 蛋白 质 的 条 件 [6]。 两 组 不 同 的 供 筛选 稀 溶 液 基 质 可 从 
Hampton Research 公司 提供 的 说 明 书 中 查 到 [0 。 

悬 滴 结 晶 法 一 般 在 24 和 孔 的 组 织 培 养 板 上 进行 (图 13.2)。 
这 种 培养 板 易于 组 装 、 储 藏 和 在 实验 中 观察 。 在 一 些 准 备 步 又 之 
后 , 将 显微镜 盖 玻 片 用 蜡 、 脂 密封 在 培养 板 孔 中 的 真空 环境 里 ， 
RA LDA RR. 


图 13.2 用 于 最 滴 结 晶 试 验 的 组 织 培养 板 。 引 自 文 
献 [18]。 
13.2.2.1 盖 玻 片 的 预 处 理 


蛋白质 会 浸润 盖 残 片 ， 这 种 浸润 会 使 样品 液 漓 平 铺 从 而 减 小 
晶体 的 体积 。 这 种 平 铺 还 会 破坏 蒸发 的 均匀 性 ; 增加 样品 暴露 于 
空气 中 的 面积 。 蛋 白质 晶体 也 会 粘连 于 盖 玻 片 的 表面 ， 难 于 完整 
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的 取 下 ， 
这 
(1) 


(2) 


PIE, ae BS Ar EO WE IL EG Xb BP 


Ap gg fe SS BH BI GT . 


仪器 设备 

2.2 HOK f ETAL AS BE RÀ 36 Be 

BE f 

Whatman 3Mm 滤纸 

Tu) 

PROSIL-28 标准 有 机 硅 溶 剂 

AULA IR 

WP Fe RS Te EU 

FRA 

are Sie ee OA ch ese P ok h iei AE RC ER. 
WADE TG BE T. 

稀释 ImIPROSIL-28 F 100ml 水 中 . 

Bg E F PROSIL-28 RERE Amin, IKIH mI. 
fy 22 BP PK PAVE Imin, 

ee BEE TSK Whatman 3MM HERG k. HIA Li aE CI 
VIE b Aa. ZTR fe 100°C BAR TEE EF 

PER 

fk fe d E E a fb. 

ak fe xist)T nU EL ERF, MA ASE Hae SEES 
Atal. 

ttik XE H o A AA. 

PROSIL-28 RE W 24h A fix, AR fT BE 
thf EA 

PROSIL-28 5 EK AE, FT SRT PO S EBERT, 
(ie FER PIU m Rp RR ES A LE 
色 沉 省， 则 决 不 能 使 用 ， 


aea i 


13.2.2.2 蛋白 质 的 预 处 理 


人 必 基 纯化 插曲 质 使 之 易于 结 唱 ， 可 利用 双向 电泳 评估 蛋白 质 
的 纯度 ，!( 第 “方向 应 使 用 等 电 聚 焦 电 泳 成 非 均 … pH 梯度 电泳 ) 
CW E. Up SDS ERR UK. (MEER) FORA BH PR SR 
UL] S EU AE MER HE G T EH OVE OPR AR 
Hb]. PULA dE fe PRAT Zh DEAN. (eA ok EFIE 
HREH IEA TSS Cena EIA. ix Hob BRE. FPA IE 
jii ARIAL E.G. 
C1) BER UME EA AS MENI 
AUF RECS An AO ER ek. ERF., E 
CAG aR A Sz oe CT. PRA. ROCADA R A pR AI 
ACR EUG ARR EB 5mmolA, 
fdi TE AN Se (E FE A RE I] n.a Te BE LA 
1) BETAQIE. BERE, DUI ee 
Pup. Ge ALR WE WAY Ae eA OS tT A 
LU ATE ME A. U Milhpore Milli-Q ABE. fi &f 4E 
WOKE TEA D, REAR PD Bis ae. mDAIRKA SE! 
rK GE HT. 
2) wing CH PU ae) d kEHZSDuEHI (AL Pe) 
46 device ES gua cg Dp CA 13.2), Pons 
He bal np EH Bio-Gel P-6DG 2% Sephadex G-25 KER, 
Ui Ie -2.5mb b RE E d PEE RS ERE FL Phar- 
macia 的 PD-10.— 4 7 4 JE EE cA PL BE WE gs x GE 
本 或 称 释 何其 重新 洲 解 
3) 在 4 环境 下 20000x i FD SEIL 10min B 2: EJ 
BM, ORE eh) Bip ab Hf p -p ae Hm ERE RB AR 
4) eA a pin cá TARE, BROS ~ 30mg ml 
CIRI BE). 
5) KACAR Jc d A E ERREG. A E 


AMIS AE, AO. 22pm FLEAS ER jak A, FRG 
UT AU AT OCR AR Eb. UR Ay SE dM ip 
EGLE A E 0.45pm 或 0.6Sm， 介 这 种 损失 很 可 
HE Gk A ETER SE GC 
(2) ERE 

bee TOAD A Anai CREE AR I A BSL AY s 5 c SOme ml, 

。 ERR TENE ob rR ARAB A TAD BEY Zr a rU LR EE ap 
溶液 ( 表 3.2). 

表 13.2 ”结晶 蛋白 质 常 用 缓冲 溶液 


PON HK pKa pH fasih: 
UMMA TOS 
Frisia FE BR A 5.40 (pKa) 4.9 8.9 
MES 6.15 5.6: 6.7 
uy wy 6.95 6.4 7.5 
HEPES 7.58 7,0 -8.1 
Tris 8.06 FAR 
ice 8.35 78 8.9 


13.2.2.3 MARA 


C1) 仪器 设备 
24 fL IG PAAR FE AB 


fibi ah d RE UU 
itik 2.2 EXHIBE REI (BE 13.2.1) 
真空 脂 


i0ml FESS BS Al 10 标准 针头 
ELEF 
体 视 显微镜 
(2) id fil 
MERTER EER CAL 13.2.2) 


3) 
4) 
5) 


6) 


7) 


8) 
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Hampton Crystal Screen Sparse Matrix Kit 

Hampton Crystal Sereen [| Sparse Matrix Rit. Cf] fi) 
pet tb ve 

将 24 4LAao AUS JE HP EE. (ete T ALL. BL 
JU nod ess pag qr. 

做 4 T 5mm PIERA ex PR TEER. TIERE TEM P^, 
AGERE (tg uu fü ds CE 13.3)， 这 些 球 的 作用 是 减 
SR OPS dS HE). BRP BRI I) xc P CURE TR ik 
i rA Fo Cup BER. [EG Ee] EÉ A Ib 
BABE yy AE. 


c 
eS Roin 


>D 
CORO 


0000 


图 13.3 ”石蜡 或 橡皮 泥 球 放置 位 置 


TERE PALE A 1.0nal FEVE RI- E OP TAK... 

将 10ml TEST AS OR ee BL 48 A 

EAB Rab. CER TURAE ALIAS Id e 2mm 宽 
(ría, Bini. ACS CH EET XO 


CEMENTLESS BE CAT RAES A E Bedae do A FL ris OR 
溶液 


将 辛 玻 片 旗 在 下 兆 的 纱布 上 或 滤纸 上 ， 只 能 接触 其 边 
缘 

HUE 25 Ee Sel 蛋白 质 溶 液 寺 每 个 盖 坡 片 中 心 处 《隐语 
AY 


Mi At be A - BE ps RAIS Ea Ps 准备 两 只 加 样 器 ， 


TUBA Spl 溶液 第 二 只 吸入 Onl, HR — EL RE E 
rp C TEE RELATA KR. UT CK B IRE SR 
EHI Hime BM die HEIN. Pi Mt 2~3 次 以 保证 
BR). COR REAM Rot S~ 10 次 ,第 二 内 
DR HK EE OR A Sel PA HRI AS RE (Opal 可 以 避免 室 气 的 进入 。 
PABA SE BE AH, AAE, aE 
ft, 

9) SHE P Jcíp BE USER. HRE, (diui ga Aceh ER 
HOP, BRA TSR RAYS, REE TR 
KALAR. 

10) HER 4 eig PARR Een A 7 He A ETC ES 
玻 片 与 乱 结 合 要 紧密 ， 和 但 按 打 不 能 过 于 用 力 ， 以 免 损 坏 
AES MEE E 3.4. 


Si RO a 


PUSH rs 
fi3 Y ig 


Wi nh n 
图 13.4 uin EH 


11) BefdL a lE HR VI. RAE Ex P. WAA 
ERM AE SBE le EEEET EN 
12) Shi RS GbR AN OT. BDH AR, Acn E P P 
XO CALIX T7 K 13.3.1.2). 储存 处 要求 密闭 、 板 温 
ILBRAE a A TU, BER BR 
OMS 


(4) 注意 

。 样品 总 最 最 好 在 5 -204 Zu, (kN BIA XE EA nn, 
RAP DEFT ARS, TAFE ABARAT IR RRK, DRA I 
大 晶体 的 生成 ， 

。 形体 视 显 微 镜 观 察 每 块 刚 处 翰 好 的 培养 板 ， 很 订 能 找到 
-此 影响 蛋白 质 深 解 条 件 的 线索 .。 

， PHF RAS. ERII E ER FE ae AEP L 

。 BBN MAS CHAD A CR I. BA AER, 
HY i et FEE Be Fe RK FAT ASE BR HB Ce S ET 
7E Oia HH 

- RAR SIEM RELA (ru PI NGHE 

。 (EG FL RR HE SE TE WR ee UI, PATS EA R 
mae. (BEA PEG 等 有 机 物 时 , We at 
JH WpaEqq- EXTARE RC. Sdn cR ue 
pum, FEIE- ceils ME 
igh, SRE SRA ANE RX A e Ge 
fe it ARE dp ll FH] n 0.0296 NaN, CX. f. S [o] 6 1E dn RE 
(VR EFE TH, Rew. REIRA SH 
BAILS WARE ATR ROP. SW SHR M IS de RR 
Ls d 

。 REAR. BED PEAR AMG. (oT an. 
OAT CCHF. 


13.2.2.4 试验 观测 


WUE RA ARG, SAR ABI MAA 
THEY Sch ok REEL BY) i US. ARR fe ES EAER TT 
Wee: 第 二 天 再 次 观察 ; BD DIAKRGBACIDOREÉ. mus 
观察 . xus Be tei Ee (a Re GE In ots 应 注意 的 是 观察 时 大 
BEN: Wy sx s do Se PUR EIL s VE Ae EF o 

(1) 试验 观测 内 容 
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1) 


2) 


3) 


(2) 


ATFSRHEAARALOREMRR, EARE E 
黎明 溶液 。 与 沉淀 剂 混合 后 ， 由 于 不 定型 沉淀 的 产生 ， 
就 和 其 他 含 不 洲 物 的 蛋白 质 溶液 一 样 了 。 混 合 几 分 钟 或 
几 小 时 ， 有 时 甚至 几 天 后 溶液 开始 呈现 均一 的 淡 灰 色 或 
徽 白 色 混 浊 。 只 要 时 间 足 够 长 ， 沉 淀 就 会 多 到 结 成 大 
块 。 一 些 沉淀 剂 的 使 用 会 产生 更 独特 的 沉淀 ， 所 以 在 得 
选 系 列 中 相同 的 蛋白 质 也 不 会 有 相同 的 沉淀 产生 。 
晶体 与 不 定形 沉淀 有 明显 区 别 。 晶 体 是 透明 的 ， 表 面 平 
滑 。 不 定形 沉淀 不 透明 ， 没 有 规律 的 棱 、 面 和 形状 。 而 
且 品 体 大 都 有 双重 折射 性 质 ， 将 其 在 偏振 光 显微镜 下 施 
转 ， 可 观察 到 明暗 交替 的 现象 。 

有 时 无 定形 沉淀 会 很 有 规则 ， 这 是 由 于 其 附着 于 品 体 上 
造成 的 。 有 时 当 体系 条 件 与 适当 的 结晶 条 件 相近 时 ， 无 
定形 沉淀 也 会 发 生 准 结晶 聚合 。 这 种 体系 可 能 只 需 很 小 
的 改变 就 会 成 为 合适 的 结晶 体系 了 。 规 则 的 无 定形 沉淀 
可 能 也 会 出 现 直 棱 、 双 折射 等 现象。 根据 这 种 现象 的 草 
现 及 经 验 可 用 于 鉴定 产生 这 种 非 晶 体 沉 淀 的 污染 。 
鉴定 晶体 是 否 为 蛋白 质 

悬 滴 结 晶 试 验 中 的 缓冲 溶液 浓度 通常 很 低 ， 不 会 结晶 。 
不 过 硫酸 铵 和 磷酸 钾 钠 缓冲 液 沉 淀 剂 的 浓度 比较 大 ， 可 
能 形成 结晶 。 沉 淀 剂 离子 的 加 入 ， 例 如 含 钙 离 子 克 酸 组 
冲 溶液 会 加 强 这 -作用 。 有 机 分 子 的 加 入 会 改变 所 有 溶 
质 的 溶解 度 ， 也 可 能 导致 非 蛋 白质 结晶 。 非 蛋白 质 晶体 
一 般 生长 迅速 ， 而 蛋白 质 晶体 生长 期 则 达 数 周 、 数 月 甚 
至 更 长 。 以 下 为 几 种 鉴别 蛋白 质 晶体 的 方法 。 以 鉴别 能 
力 由 弱 至 强 排序 。 

刊 擦 法 ;明火 加 热 毛 细 管 中 部 ， 拉 断后 制 成 防 璃 针 。 将 
有 结晶 的 盖 玻 片 结晶 向 上 置 于 体 视 显 微 镜 下 。 用 玻璃 针 
或 其 它 微量 操作 器 刊 擦 晶体 ， 蛋 白质 晶体 很 容易 被 刊 为 
小 碎片 ， 而 盐 品 体 则 比较 难 。 
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注意 1: MUR ROTA, ORR PEURA fi, 
注意 2: URE ART ELENA REAR AS EVY 
KIIRTEE BIREN, IRE HU p er C SAE TSS BR A hi ie d 
We, aad e er EL GL ge ax rfr n rs AK UCAS BE (dU 
NER. iX EIN HAM MC IR] 8 op NOUS SE EE E 

2) RA fei Ces OOK sr TT (RS. d 
ak - ARE Z PRA VC. 

3) ERUBE. AUR AIR AG, JH SDS Re 
kliki. 7 0.5mm fe Aant i KS OO pepe WY BE 
PUE. xxr PRR Ye SDS BEROR ok at AE WE AY, n dl 
PR BUD E OOS GXfb EA EAR A XE 
EF 1.5md EP PE PAY 10056 SP E 4L Es 
10000 g Wi [5min; JAG 10044 Jit 38 4L ARE TH PD dh 
WI BED WALT WASPS SE Ee FÉ TE Pp RR 
JE 4 y TE PE Ba E UK PIR R iZi m a 
注意 nde ee ce 
BRA, Eme ir ccu) fg hi ir 
注意 2: BASAL Hu f air 

4) WA dr: ampon Rexarch "HT “Wait Crystal Dye", 
AAS Ra I A ES REIP. HE FL A ORE BECAS D S C 

5) KRHIN: ox Ae pos EE. der d eis t 
Ra RUTE 5 dl ic AD £g UR bx dal] 


13.3 iib (6h ns X 


A WICH ARO FEM LIOS 2 morie 
VfFJERESIEA Rn E EU d. 

D LULA EAR SAY RIE T E abre fA 

2) OLE BY GE EE BE EA TIU EXE M. 

3) 有 无 作 简 现象 发 生 的 样品 ， 

TG A SB AH 13.3.1 BETON X USE EU 
有 第 (PRR A, RK 13.3.2 部 分 微调 试验 方案 。 
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13.3.1 $15 1 XE n EL c 8 
13.3.1.1 实例 
Re FP EES FL BE FR a RS RT (8 E EI AS 


图 13.5 JLRS. (A) APPR; (B) X 
鸡 肝 中 的 果糖 一 一 1，6- 二 磷酸 酶 ; (C) 豚 眼 氢化 可 地 松 结合 蛋 
A; (D) 伴 刀 豆 球 蛋白 ; (E) 牛 肝 中 的 过 氧化 急 酶 ; (F) 菠萝 中 
的 未 知 蛋 白质 ; (C) 大 肠 杆 菌 延 促 因 子 Tu; (H) PIAFS 
tRNA; (1) ORME fd HEE Genes DNA 未 修饰 的 蛋白 ; (J) 3838 
肌肉 中 的 三 磷酸 甘油 酯 脱 气 酶 ，(K) 刀 豆 球 蛋 和 白 。 引 有 自 文献 [16] 
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TENS FER ANE. AP RE uix RR i a (E AE UBL Py pH JR 
FUL RITE REIHE ET rA SEIS PUR E FS AU AO Z6 SR SER) 
Ur ET EUR 

Ay ak o FE an aU BER Ie. SLM qe AR REA ITA, ch oe a 
fi iih i jat SEL FE an Alf? CAE DEEE. HTH ORE dh 
SH (pERGM. WARS AAA ACR BRAS RE th. AA UE SE eh 
Meh TE i lib SOT WEG ah e SP BT. 

MEE Hampton 5n Sp EE 903 35 RE (O0. imoti. HEPES, 
pl 7.5: bL.6mol/T. SERERE TE SSR AE A RT (UC 
WEDSOBE GG Jy Medie] 48 vo c erc ES 9. np Ur TUETN fl 
f s ^ii RIKEDOM A O.8. 1.0, 1.2, 1.4 mol/L, pH (ob sl 7j 
7.0, 7.2, 7.4, 7.6, 7.8, 8.0, SEED EA XE abe HB oH tii 
may TA $39 24 PRR. OPE C TRADER ET k 
QUUIS.S) FIRU ph IPS WOW pk, DORIA TK 

AAR sua qd pope En EUCH RETE RR. uu E ER 
Asc auk EE ToC to tS ARS of Cr BUM E ELA f E E n fr 
BOP iL sp Ue SPA EE. adus MEE TAK ZEB mpm] de as t 
的 


13.3.1.2 一 般 策略 


CL) pH {ii AUS ic 
D I IM x pag p inc de Hrs (i da US BEA eu A6 os 
ft. axBRHEN) EVE le Im apua ssim. (Kris e 
pH fri fi t Y | eri BY 35 fE hi ut v. pH ffi fly 3X do SEI 
Mi*h M Fy TR NEW. 
2) iP A mb sm (o LOS dg AR SEIS EE RP TEM, 
WE Ds BLA, HC (t Hp s RE. RE UR Meet (Es f ET 
-此 缓冲 剂 由 适用 二 各 白质 结 癌 ， 为 使 溶液 在 居民 大 区 
sue, DEDOS pK, ES Be pH 值 ， 所 以 
pH 值 筛 选 范围 很 宽 时 变更 缓冲 剂 就 很 必要 了 。 合 理 的 
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3) 


4) 


图 13.6 35 号 样品 pH 值 和 磷酸 钾 钠 微 调 


SR MRE 50 —- 200mmol/L, ix BE tt 13.2.2.2 记 
PEAY ME A E E BY Pr A HE E919 o 
文献 记载 蛋白 质 多 在 溶液 pH (AN 7.0 iré da, PAS di 
iA, Ru pH 值 为 横 华 标 作 图 可 得 - - 钟 形 
Ke, 最 高 点 即位 于 pH 值 为 7.0 处 。 俱 在 pH feti F 
5.0 和 高 于 9.0 时 也 有 很 多 具体 形成 ， 所 以 在 -个 宽 
pH dE BLU Ub fel dh Ae P Ro SE NUUS EE FE. H 
在 其 前 … 步 实验 时 出 现 沉淀 或 结晶 点 附近 调节 oH CIS 
AAS AY. TER DER EHE pH 值 初 始 调 入 范围 定 得 很 宽 ， 
FERRARA :种 沉淀 剂 体系 就 可 能 做 pH 值 分 别 为 
4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 Mik HE mo EH, M 
处 的 pH (LI HESSE PE (RC, DR Pe E E CREER BE (c TE 
di eh. 
AR RHE BOM ARLE pH 值 ， 但 准确 pH fra d PESE IR 
重要 。 每 0.1 的 pH fA SL AB pE X fida "E (E AY 
响 。 以 下 为 准确 设 定 pH 值 的-- 些 手段 。 

+ 28h ， 


(2 


— 


(3) 
1) 
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注意 1; 采用 <i A BEN EA AR pH ff. uet fe Re PAS te 
Een DG BUS SH SIA Km 4e HRS ef HE 

注意 2: MEM pH QUEUE ACERO DEM ACRE P, IN b HERE, 
xai. k£mWoupIPEHEGS D. BG P. M SA (oou 
ik 

注意 3: RNE EMAR, 次 性 用 六 后 用 酸度 计 
ya ERE pM APL, ox eu Ber ohiei pH AAS TEPEYE 

温度 

OU -4AU ARA Fi TL A RS RE. JU A 1400 种 
[a EE 合 这 2E a {ASE dh 还 有 m af gb. ABR 
蛋白 质 在 SENEE AF K^ 也 更 稳定 ， 妇 上 
ix fé. Th AE RS dn SESS, Sip) NL BE I D TH 
REA 20°C WEL °C FBR 3—5 7), RRA 
质 在 溶液 中 溶解 能 力 的 变化 要 快 很 多 .低温 下 更 慢 的 溶 
f fig J BE (Ear E FET AS E R E A AIT BD C 
A. UGE CE TRE AO. LIE E (OR IL 
I, dep oh RI HRE EAE e o6: pH 值 的 影响 。 可 在 
20€ ~ 24 F £d i E LRL Ag 800 FRU. BC 
£t sb lS Fe Pr da E EFE EKCEC ER XE FE ME illl XE o 

8 [3 I 3 DUE TOURS E 

Aii s d LE FL Ec P C Te TL m TB AE 
X. OPERARE BH. EEL OR 
WILD REA, KA Re RA KEE. 进 
AILE R HR WI ha deg xs (E EA HER TE at P 
25% ~ 50 名 后 可 达到 平衡 点 、 而 时 间 常 在 -天 到 - 周 之 
jp, fexk o fwj ASSET UR AK. E fer RO AE RR aA 
AMELE. MERIR COLPE, JUN SED FTO fi 
ERAH y 13; Fe MO R EAE ERAS HTL. 3X 
af diii gd ds Soi d A Eo HH BE HR 
群 为 饱和 浓度 的 7596, EHA de AR YCD" HEURE Pt RODA 
达到 平衡 点 。 沉 淀 剂 的 加 入 使 体系 复杂 化 ， 它 将 决定 重 


3) 


4) 


(4) 
1) 


HERRAS, MRA E A i ALE AOE Ar eB 
要 的 。 

实践 中 ， 在 无 沉淀 剂 时 蛋白 质 的 浓度 最 开始 常 选择 维持 
稳定 的 最 高 限 ， 尽管 浓度 从 上 到 数 百 mg/ml 时 和 蛋白质 
9 6] BE 4 GR. [HO eK BE —- AB ES -30mg/mL È 
fea) 6) | 沉淀 剂 的 浓度 应 以 蛋白 质 刚 出 现 沉 淀 为 准 。 
伴随 沉淀 剂 改变 渐变 化 的 蛋白 质 的 浓度 作用 是 很 大 的 ， 
这 在 沉淀 剂 浓 庆 很 低 时 即 可 导致 蛋白 质 沉 淀 和 出 现 挛 上 品 
现象 等 晶体 缺陷 时 也 很 有 用 。 蛋 白质 浓度 降低 到 最 佳 浓 
度 之 下 会 导致 小 晶体 的 生长 。 

无 论 蛋 白质 浓度 是 厅 随 其 他 参数 改变 ， 同 其 它 溶质 溉 度 
一 样 ， 它 的 重 现 性 是 首要 前 提 。 蛋 白质 浓度 的 变化 会 改 
变 其 达到 饱和 的 速率 。 对 于 可 能 影响 蛋白 质 浓 度 的 因素 
一定 要 计算 清楚 ， 蕊 其 是 可 能 将 … 个 样品 改变 为 另 -个 
样品 的 某 些 因 素 。 

S E1 Bc pk Ao EL th PA P 

SRT. BHM. ik, BURUIA T 8:3 45 s 3c 
验 应 考虑 的 重要 因素 。 配 体 和 辅助 因子 不 仅 可 提高 蛋白 
质 的 稳定 性 。 放 由 有 助 于 晶体 形成 也 会 起 很 大 作用 。 例 
如 肌 动 代 白 ， 它 有 军 集 成 丝 状 螺旋 体 的 倾向 ， 故 在 纯 溶 
液 中 不 会 结晶 。 在 脱氧 核糖 核酸 酶 工 、 肌 动 蛋 白 抑制 蛋 
白 、 姓 溶胶 素 等 性 白质 配 体 的 存在 下 ， 它 的 肇 聚 被 干 
扰 ， 保 持 了 单 体 状态 ， 唱 体 才 会 形成 05]， 另 -- 个 例子 
是 Tu KN PEIA GDP 或 一 种 GTP 的 类 似 物 后 会 
ERA ds da EU? 

研究 如 何 结 晶 某 种 蛋白 质 时 ， 车 已 知 其 氨基 酸 序列 ， 与 
之 结构 相近 的 蛋 上 所 质 的 成 熟 配 体 经 验 会 是 很 好 的 参考 。 
最 近 的 一 个 对 于 间 源 蛋白 的 研究 证 明 六 种 蛋白 质 均 为 黄 
E RIKEN (flavodoxin) 的 同 海 蛋白 且 均 含有 与 黄 素 
单 核 音 酸 的 结合 位 点 LI 。 
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3) “- 些 特异 性 的 配 体 MIDIS FA SSR BEC CR ae 
E E RURA LE B T- 6 9 0929 


13.3.2. 初始 筛选 的 扩展 


在 合用 Crystal Screen 或 Crystal Screen I] AI £x yit £3 88 XX d 
PERI dà A AT BE ek CUL EC] t P v PU AC (3:91 UC 2. dà RAB Je: RT 
能 的 。 这 时 对 50 到 100 个 由 Crystal Screen 决定 的 初始 筛选 条 件 
进行 扩 骨 就 是 必要 的 了 。 扩 展 可 采用 对 几 种 沉淀 剂 建立 几 个 筛选 
系列 的 方法 ， 也 可 以 采用 文献 记述 的 其 他 稀 溶 液 基质 建立 筛选 系 
SO) 不 过 可 供 挑 选 的 稀 溶 液 基质 尚 不 商品 化 ，Hampton Re- 
search 只 提供 一 些 建立 筛选 系列 的 工具 包 。 


13.3.3. 蛋白质 结晶 的 灵活 性 与 困难 


本 节 的 内 容 只 是 对 蛋白 质 结 晶 操 作 前 简介 ， 并 不 是 成 功 的 保 
让 、 更 深入 的 结晶 策略 优化 讨论 将 超出 本 书 的 范畴 ， 读 者 可 从 引 
文 找到 更 多 的 细节 信息 。 

在 本 蔬 所 介绍 的 各 项 技术 中 ,蛋白质 结晶 是 最 富 创 造 性 的 。 
你 可 能 会 任 直 觉 想到 一 种 辅助 因子 、 化 学 修饰 或 突变 就 会 稳定 蛋 
F1 质 或 改变 它 的 溶解 度 使 其 结晶 。 例如 被 期 待 已 久 的 肌 球 蛋白 
Si 头 部 的 结构 就 是 在 将 赖 氨 酸 残 基 上 的 甲 基 全 部 去 除 后 才 得 到 
的 1。 幸运 的 是 ， 大 量 的 蛋白 质 结 晶 不 需要 这 么 严厉 的 手段 。 
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EtU cDNA 法 推断 蛋白 
质 的 一 级 结构 
14.1 5| 言 


蛋白 质 和 多 肽 是 由 20 种 氨基 酸 按照 一 定 的 顺序 通过 肽 键 连 
接 成 一 长 链 ， 再 通过 链 内 、 链 间 的 离子 键 、 朴 水 作用 等 多 种 作用 
力 进 行 折 倒 卷曲 形成 一 定 构 象 而 产生 其 特异 性 的 活性 作用 。 和 蛋白 
质 的 -- 级 结构 即 氨基 酸 的 排列 顺序 ， 决 定 了 蛋白 质 的 高 级 结构 及 
功能 。 因 此 ， 测定 蛋白 质 的 一 级 结构 是 进行 蛋白 质 结构 与 功能 研 
究 中 不 可 缺少 的 部 分 。 随 着 研究 方法 和 手段 的 更 新 ， 和 蛋白 质 一 级 
结构 的 分 析 向 提高 灵敏 度 、 缩 短 周期 的 方向 发 展 。 和 蛋白 质 一 级 结 
构 分 析 方法 主要 有 两 种 : 四 化 学 分 析 法 ， 即 直接 进行 肽 链 的 拆 
分 、 裂 解 及 氨基 酸 分 析 ;， 人 通过 测定 编码 蛋白 质 的 核 昔 酸 师 序 推 
测 相应 蛋白 质 的 氨基 酸 顺 序 。 后 者 是 随 着 基因 工程 技术 的 发 展 而 
来 的 。 它 使 蛋白 质 一 级 结构 测定 工作 变 得 简单 、 快 速 而 准确 。 对 
于 分 子 量 较 大 的 、 不 易 纯化 的 和 含量 极 少 的 蛋白 质 尤其 适用 。 


14.2 一 般 策 略 


14.2.1 蛋白质 的 纯化 和 肽 段 氮 基 酸 序列 分 析 
14.2.1.1 蛋白 质 样品 的 准备 


进行 序列 分 析 的 蛋白 质 样 品 ， 一 般 纯度 要 求 大 于 9596, Ñ 
常 是 用 色谱 和 电泳 精制 过 的 。 
(1) SDS-PAGE 纯化 的 样品 
从 SDS-PAGE 上 分 离 的 蛋白质 必须 经 过 特殊 处 理 ， 使 
SDS 浓度 低 于 0.0005%， 否 则 SDS 会 影响 到 胰 和 蛋白 酶 的 
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酶 解 ， 也 会 明显 降低 HPLC 分 离 时 的 分 辩 力 、 在 SDS 
PAGE 后 ， 采 用 电 印 迹 《〈bloting) 转移 到 PVDF I EO, 
是 常用 的 方法 ， 因 为 PVDF 膜 结 合 蛋白 质 能 力 的 专 一 性 
远 远 超过 它 与 舱 、 氨 基 酸 和 去 垢 剂 的 结合 ， 因 此 能 将 蛋 
白质 与 这 些 杂 质 分 开 。 经 过 这 样 转 移 的 PVDF 膜 可 直接 
用 于 化 学 裂解 或 酶 解 后 的 肽 段 氨基 酸 序列 分 析 。 
HPLC 纯化 的 样品 
如 果 样 品 是 用 反 相 HPLC 纯化 的 ， 因 为 流动 相 是 
挥发 性 溶剂 ， 在 真空 干燥 或 冻 干 样品 时 可 被 除去 。 如 果 
看 白质 是 用 离子 交换 HPLC Suck HPLC RAB xr uk 
HPLC 精制 的 ， 则 样品 要 进行 脱盐 。 关 于 脱盐 或 稀 蛋 白 
质 溶液 的 浓缩 可 参考 第 四 章 。 
(3) 蛋白 质 样 品 中 的 二 硫 键 和 统 基 
在 蛋白 质 样品 纯度 次 到 要 求 ， 盐 和 小 分 子 也 已 除 净 
时 ， 还 要 转变 半 胱 氨 酸 残 基 或 其 他 稳定 的 衍生 物 。 因 为 
半 胱 氨 酸 的 莹 基 在 分 肽 过 程 中 易 自 动 氧化 成 各 种 产物 ， 
包括 形成 无 序 的 二 硫 键 ， 因 此 需要 将 半 胱 氨 酸 残 基 先 转 
变 成 稳定 的 衍生 物 。 通 常用 碘 代 乙酸 煤化 ， 这 个 反应 是 
快速 和 专 一 的 ， 同 时 这 类 试剂 保存 在 暗 处 是 很 稳定 的 。 
而 且 ， 这 类 试剂 容易 得 到 放射 性 标记 物 。 蛋 白质 或 肽 在 
导入 带电 全 基 团 后 也 增加 了 它们 在 水 溶液 中 的 溶解 度 。 
注意 : MARCMUME EE. HEFE. RAG, Sl ke 
Bit, AR T IEEE. 


14.2.1.2 原 位 酶 解 和 测序 


将 SDS-PAGE 上 的 蛋白 质 样品 从 凝 胶 上 分 离 出 来 是 很 困难 
的 ,目前 流行 的 方法 是 将 蛋白 质 电 印迹 《electrobloting) 至 
PVDF 腊 上 ， 直 接 进行 序列 分 析 或 直接 在 膜 上 进行 酶 解 ， 后 者 称 
dg dn ers 

操作 步骤 : 


+ 288 > 


(2 


— 


D 将 膜 片 前 成 Imm 细 条 ， 放 在 Eppendoff 管 中 ; 

2) 加 1.2ml0.5% PVP-40/0. Imol/L HAC, 37C ,保温 30min; 

3) FARR KPA 5 次 以 上 ， 洗 净 残 留 的 PVP-40; 

4) 用 酶 解 缓冲 液 漂洗 ， 然 后 进行 酶 解 ; 

S) 酶 解 : 蛋白 酶 在 100mmol/L NH,HCO,: ACN = 95:5, 
pH8.2, 37C 酶 解 过 夜 ， 对 V8 蛋白酶 则 在 100mmodl 1. 
BBA: ACN=95:5, pH7.8, SMU. Ni. 底 物 1:10 
Z 1:20. (W/W), 对 亚 微 克 级 样品 ， 酶 : 底 物 高 达 2:1。 酶 
解 后 -~20f 保存 或 立即 用 几 微 升 10% 三 氟 乙 酸 (TFA) 
酸化 ， 上 样 到 HPLC fE.E rtr. REEL RAMA E 
够 多 时 ， 可 采用 常规 的 化 学 裂解 或 酶 解 方法 得 到 可 供 进 
行 氨基 酸 序列 分 析 的 肽 段 。 


14.2.1.3 it 意 


D 微克 级 蛋白 质 的 操作 ,实验 室内 的 温度 灰尘， 纤维 ， 
皮肤 汗液 和 头 悄 等 都 会 影响 结果 。 

2) 容器 及 透析 袋 表面 的 吸附 作用 致使 蛋白 质 严 重 损失 。 建 
议 用 微量 透析 仪器 或 小 肇 胶 过 滤 柱 脱盐 。 最 好 在 硅化 处 
理 的 小 管 中 冻 下 或 储存 肽 。 

3) 样品 加 样 和 转移 时 最 好 用 玻璃 微量 注射 器 ， 以 保 取样 量 
精确 。 

4) 小 体积 的 溶液 先 用 简单 离心 使 样品 集中 在 底部 ， 再 进行 
操作 。 


14.2.2 引物 的 设计 


在 得 到 蛋白 质 部 分 氨基 酸 序列 的 基础 上 , .通常 采用 设计 简 并 
性 或 偏 性 引物 ， 用 锚 定 PCR 的 方法 来 获得 该 蛋白 质 的 cDNA 部 
分 或 全 长 序列 。 现 在 许多 公司 推出 的 RACE (rapidly amplication 
cDNA ends) 系统 的 技术 核心 便 是 如 此 。 
简 并 性 引物 的 设计 一 般 遵循 以 下 几 个 原则 : 
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1) 具有 高 度 特 异性 : 根据 所 得 到 和 蛋白质 的 部 分 氨基 酸 序列 ， 
在 数据 库 内 进行 检索 ， 找 出 较为 特异 的 -- 段 作为 设计 引 
物 的 模板 。 在 互联 网 上 常用 的 数据 库 如 : GenBank 的 
PDB (protein data base), SwissProt 等 。 

简 并 度 是 指 每 一 个 位 置 上 碱 某 数 的 乘积 。 一 般 认为 一 条 

简 并 性 引物 的 简 并 度 不 应 大 于 100。 

3) 降低 引物 的 简 并 度 : 可 以 用 “I《〈 次 黄 味 叭 碱 基 )” 来 代 
埋 ， 因 为 理论 上 1 可 以 与 任何 -- 种 碱 基 配 对 。 但 1 一 般 应 
尽量 远离 引物 的 3' 端 。 而 且 如 果 3 末端 出 现 简 并 性 的 碱 
基 ， 则 应 包括 所 有 可 能 的 碱 某 ， 因 为 3 末端 碱 基 的 错 配 
会 导致 Taq 酶 作用 延伸 反应 不 能 进行 。 还 有 一 种 降低 引 
物 简 并 度 的 方法 是 在 扩 增 人 的 基因 时 ， 可 以 根据 编 性 密 
码 子 来 代 圭 高 度 简 并 的 碱 基 位 置 ， 出 猿 测 体 (guess- 
mer) o 

4) 其 他 则 应 遵循 非 简 并 性 引物 的 设计 要 求 : 引物 长 度 为 
19 一 24 个 碱 基 ，G+C 的 含量 应 在 4096 —6096 27 [8], 30K 
端的 碱 基 最 好 为 G 或 C， 而 不 要 是 A、 丁 或 1[， 引 物 序 列 
中 应 避免 出 现 重 复 的 互补 结构 等 。 

现在 设计 引物 的 程序 及 软件 繁多 。 常 用 的 如 : Oligo5.0、 


2 


— 


Primer2.0 等 。 都 可 以 帮助 快速 有 效 的 进行 引物 设计 。 简 并 性 碱 
基 的 代表 符号 见 表 14.4. 


zrc-vomnrnzcoo-»is 


i14. — 简 间 性 碱 基 的 代表 符号 


好 RERE 5 RERE 
A (BEN) C (AURERE) 
G (ARI) I T (AREE) 
ARG Y CET 
GRT M ARC 
GRC wW ART 
G. CET D A, GRT 
A. CRT V A CRG 
ALG. CRT TK RS 
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14.2.3 JH PCR 扩 增 目的 cDNA 片段 


PCR (polymerase chain rcaction》 作 为 一 种 常用 的 分 子 生物 
学 实验 手段 ， 已 非常 成 熟 。 各 个 公司 锥 上 出 了 各 种 高 保 真 和 高 效率 
的 聚合 酶 及 成 套 的 PCR iUm i. fid PCR 技术 简便 而 且 有 效 。 
ipid AH RETE EPA PLA: 
D 方法 的 选择 : 对 于 两 端 序列 已 知 的 情况 ,可 根据 两 端 序 
列 设计 引物 ， 选 用 普通 的 PCR 方法 。 对 于 只 知道 一 端 序 
列 的 情况 ， 可 使 用 RACE (rapidly amplication cDNA 
ends) R, RACE 分 为 3 和 5 BER (Gibco 公司 )， 也 
在 从 两 端 同时 进行 扩 增 的 RACE (Clontech 公司 )。 
2) PCR 扩 增 的 模板 ， PCR 扩 增 的 模板 通常 是 指 由 mRNA 3€ 
Bos OK cDNA $-t. PCR 模板 量 的 多 少 直接 影响 到 
扩 增 的 结果 . 在 道 转录 过 程 中 ,通常 会 加 入 一 些 接头 
(universaladaptor), UA (di HEFT PCR 的 单 引 物 扩 增 〔 锚 定 
PCR). 
3) PCR 扩 增 的 特异 性 ， 决定 PCR 扩 增 特异 性 的 因素 很 多 ， 
但 通 当 有 以 下 几 点 ; 中 一般 认为 PCR 反应 所 需 的 mRNA 
BU VEU Mug. 增 各 模板 量 可 以 提高 扩 增 效率 ， 但 局 
时 也 使 非特 异 产 物 增 姑 ， COPCR 中 所 使 用 的 Tag 酶 通常 
有 错 配 现象 ， 出 现 频 率 约 为 0.2% ~0.5%。 所 以 可 以 使 
H : 些 共 有 3 ~ SS "RUINIS TER FS PRECOR GI, fn Pfu 
RP. Vent 酶 《Biolab) 及 Pyrobest Mi (Takara) $. Qi 
常 认为 增加 退火 温度 及 减低 Mg? 浓度 可 以 提高 扩 增 的 特 
Wk OTE PCR 体系 的 操作 中 ， 将 模板 最 后 加 入 体系 中 
及 热 语 动 等 方法 可 以 提高 扩 增 的 特异 性 。 
4) PCR 扩 增 产物 : 对 十 PCR 产物 可 以 采用 酶 切 或 Northen 
Abo 的 杂交 鉴定 ， 并 结合 扩 增 片段 的 大 小 来 确定 是 否 
为 目的 cDNA. 
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14.2.4 cDNA 的 克隆 及 测序 


随 着 各 种 载体 的 出 现 ，cDNA 的 克隆 测序 已 成 为 轻而易举 的 
事情 。 如 Promega 公司 的 T-vector 和 T-Easy Vector 便 是 极 易 进 
行 克 隆 测序 的 载体 。 通常 进行 目的 cDNA 克隆 及 测序 的 方法 流程 
是 : 

1) DNA 片段 与 载体 进行 联接 反应 (多 在 4C 下 进行 低温 联 

接 ); 
2) 使 用 两 次 CaCl, 沉淀 法 制 成 的 感受 态 细菌 (如 DHSa 或 
Jml09 等 菌株 )， 进 行 转化 ; 

3) 结合 载体 抗生素 抗 性 特点 ， 进 行 菌落 的 蓝 白斑 第 选 ; 

4) 单个 菌落 的 扩 增 培养 及 质粒 的 提取 ， 葡 切 鉴 定 ; 

5) 阳性 质粒 的 纯化 及 序列 测定 ; 

6) cDNA 序列 的 测定 : 现在 多 使 用 核酸 自动 测序 仪 来 进行 

序列 的 测定 。 使 用 仪器 多 为 PE 公司 的 337 型 自动 测序 
仪 。 这 种 仪器 -个 反应 可 以 读 出 约 700bp 长 的 核酸 序列 ， 
正确 率 在 90% 以上， 一 个 反应 揭 成 本 约 在 100 元 (AR 
ff) 左右 。 由 专业 人 员 进 行 的 测序 -- 般 可 以 保证 正确 率 
达到 9595 以上， 但 要 完全 主 确 的 读 出 序列 ， 则 需 通 读 双 
链 ， 并 进行 技术 性 分 析 及 纠 错 才 可 得 到 。-- 般 认为 ， 在 
丢 术 完善 的 情况 下 ， 影 响 测 序 的 因素 主要 是 cDNA 本 身 
Haw, in GA C 含量 过 高 ， 序 列 的 -- 端 有 polyl 结 

等 。 


14.2.5 cDNA 序列 的 分 析 及 蛋白 质 一 级 结构 的 确定 


测序 后 ， 序 列 结果 回报 ， 对 其 进行 分 析 是 异常 重要 的 项 是， 
现在 可 以 在 计算 机 上 利用 相关 的 分 子 生物 学 工具 软件 ， 或 在 Im- 
ternet 网 上 的 相关 站 点 进行 分 析 。 其 中 非常 重要 的 一 项 分 析 便 是 
蛋白质 一 级 结构 的 确定 。 

1) 首先 是 对 所 得 cDNA 进行 同 源 性 的 比较 。 通 常 是 在 NCBI 
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的 GenBank 数据 库 中 来 完成 ， 利 用 Blast 程序 ， 比 较 其 与 
已 知 基因 的 同 源 性 。 

2) 判断 是 否 为 完整 的 cDNA FES; MAK polyA, A WH 
和 终止 密码 于 。 计 找 开放 性 阅读 框架 (ORF, open read- 
ing frame) 等 。 

3) 在 上 述 分 析 完 成 后， 我 们 便 可 以 根据 已 确定 的 阅读 框架 

将 核 音 酸 序 列 番 译 成 氨基 酸 序列 。 现 在 各 种 工具 软件 很 
多 ,常用 的 如 DNAsis 及 GoldKey 等 。 在 GenBank 及 
Swissprot 的 网 站 上 也 训 进 行 类 似 的 工作 ， 它 们 可 以 按照 
3 和 5 时 个 方 夯 提供 六 种 阅读 框架 的 翻译 结果 。 你 可 从 
其 中 根据 所 确定 的 框 棵 非常 方 使 的 任 选 其 一 。 

本 章 以 血浆 激 肽 释放 酶 新 底 物 PK-120 为 例 ， 详 细 描述 根据 
PK-120 的 水 解 肽 段 ， 设 计 引 物 ， 通过 RT-PCR 法 筛选 PK-120 
A, Al cDNA 法 推测 和 决定 PK-120 ERE 级 结 

PK-120 是 #84} FP iS 120 kDa HRA RB, HE 
BJ; i: fig (8 FB) el HE FE AL. PR-120. 有 具 在 被 血浆 激 肽 释放 酶 
(plasma kallikrein, PK) 特异 水 和 解 的 特性 ， 因 而 称 为 PK-120。 

将 纯化 的 PK-120 和 PK PASSE EE RI (100:1, 50:1, 40:1) 
ASE. HES SDS-PAGE 电泳 可 以 观察 到 随 PK 量 增加 ，PK- 
120 BE PK 先 切 成 100 kDa 和 35 kDa. 100kDa 进步 被 切 成 
7ükDa, 70 kDa 'j 100 kDa 片段 和 PK-120 -一样 ， 和 抗 PK-120 A 
点 降 抗 体 As 及 应 ， 也 说 明 100 kDa 是 70 kDa 的 前 体 。 

从 PK-120 组 成 分 析 “: 得 知 : 可 能 含有 3 个 半 胱 氨 酸 ; 芳香 
WKAR SGT. WE Pod Yo RI. PB A 22%, 
HeprEHP A 896. AAEM 7706, MEHEBE 7.696. PA 14.1 列 出 了 
PK-120 70 M 35 kDa f) N A3 He SI, ix dz 70 kDa 和 35 kDa 
4r SES; F PR-120 A9 N 3 82r 81 C X 0027. FA, PK-120 di 
PK dug Ar a FER M 14.2 Pez. J y R A 
对 PK-120 和 它 的 35 kDa 片段 N Sid TE Pl dE I] PERSA, K 
明 它 是 … 个 新 的 血 桨 蛋白， 
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PK-120; Glu-Lys-Asn-Gly-Ilc- Asp- le- T yr-Scr-Leu- 
100kDa: Glu-Lys-Asn-Gly-[lc- Asp-llc-Tyr-Ser-Leu- 
70kDa; Glu-Lys-Asn-Gly-llc- Asp-IHle- Tvr-Ser-Leu- 
ASkDa; Arg-Lcu-Ala-lle- Leu- Pro Ala-X-Ala-Pro- 


Eli4.1 — PK-120 及 PK 切断 PK-120 后 产生 的 片段 的 N- 末 端 


PK-120 
| \ I SRA BC 


woo, EE ——— Em 
MIL LL 


00900 08 


图 14.2 — PK-120 $2 3 RE PR eK cn 


14.3 PK-120 的 纯化 及 肘 段 氨基 酸 序 列 分 析 


14.3.1 仪器 及 材料 
14.3.1.1 & 器 


1) Applied Biosystems model 477A 气相 蛋白质 测 定 仪 /Ap- 
plied Biosystems 120A PTH 分 析 仪 

2) 反 相 高 压 液 相 系 统 

3) uBondasphere SS C8 300A FE (2.1mm x 150mm) 

4) TSK-GEL ODS-120T f£ (4.6mm 150mm) 


14.3.1.2. 材料 及 试剂 


1) Q-Sepharose 树脂 

2) S-Sepharose 树脂 

3) hydroxyapatite SER KA 
E 294 * 


4) Sephacryl S-200 凝 胶 
5) Pi AR A U RE 
6) ZAR AR = SUNT 


14.3.2 PK-120 的 纯化 
14.3.2.1 KZ —8 85) fbl & 


Hp RAE RE AED ENS Er AE A aR 5S00ml， 使 其 含有 Immol/l. 
PMSF CEY3B fü da] ml. 0. mg/ml polybrene, LOOmmol/L $ A 
M, SÜmmol/L BaCl, EIMA 25g RAZA 4000 (PEG), W 
TE 30min, 6000r/min 离心 10min， 离 心 沉淀 济 于 200 ml $ 
Immol/. PMSF, 0.01mg/ml SBT] CK 52 5 38 99 JE SEE EH IS A d 
RD. 2ug/ml FUT-175, l0mmol/L, HAR, 20mmol/L. Tris-HCl 
Qu (pH 7.4), UL 1599 PEG HEIR, 6000r/min 离心 lOmin, 
AJ HH 300ml FARE, HAC 备用 。 以 下 柱 层 析 操作 中 
的 绥 冲 液 都 含有 .于 述 重 白 酶 抑制 宰 ， 


14.3.2.2 Q-Sepharose 柱 层 析 


住 体积 为 hem 27cm, Bi JG JH A lOmmol/L $5 A R 
mmol/L Tri-HCl Bahi (pH7.4) 平衡 ,将 14.1.2.1 制备 的 
血浆 PEG 组 分 上 样 ， 流 速 为 190mlh。 先 用 500ml 平衡 缓冲 液 
BER, Bek AORTA AE. REHE 0.05— 0.2mol/L NaCl 的 
缓冲 液 〈 总 体积 100014:、 线 性 洗 脱 ， 收 集 的 各 组 分 和 PK Cif 
EK RE RONG, WE AK LEA A) E 37C F, Af 30min, 
进行 SDS-PAGE Wiky RA, BE PK 水 解 的 120kDa 
Hr PDK-120， 制 备 抗体 后 ， 用 双向 免疫 扩散 法 或 免疫 印迹 法 
进行 检测 ， 从 而 鉴定 含有 PK-120 的 蛋白 组 分 。 


14.3.2.3 S-Sepharose 柱 层 析 


将 14.3.2.2 得 到 的 PK-120 组 分 中 加 入 PEG， 终 浓度 达 
20%, 用 Imol/L HC] 调 pH X 7.0, 离心 回收 沉淀 ， AA 
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i0mmolA EACA (A XE i2. 82), SOmmol/L. Sf RAE AR {pH 
6.0) 溶解 沉淀 ， 预 先 用 相同 缓冲 液 平衡 S-Sepharose HE (42. 5em 
*13.5em), KÆ, OTR. MEA RA, AA 0.025 一 
0.3mol/L NaCl 的 缓冲 液 线性 洗 脱 .流速 170ml/h, PK-120 的 鉴 
EAR £o 


14.3.2.4 HTP (羧基 础 灰 石 ) 柱 层 析 


JH tOmmol/. BS ARSE MR (pH7.4) Ffi HTP BH: (Cél.8em 
x10em), 14.1.2.3 (8 Fa PK-120 445 LEE, 用 20mmol/L. BE 
酸 缓冲 液 (pH 7.4) 洗 脱 ， 流 速 120ml/h.. 


14.3.2.5 Sepharyl S-200 RIRH EH 


14.3.2.4 中 得 到 PK-I20 组 分， 用 Centriflo membrane 
(25kDa cutoff; Amicon) iK 48, VA & O.tmol/L Natl, 0.1% 
NaN;, S0mmol/L Tris-HCl 缓冲 液 (pH 7.4) T ff Sepharyl S- 
200 H: (42.4em™ 63cm), EFE, PUBL, BEER 20mh. Jic 63-59 
的 PK-120 fel (ERE AS, EAF HT. 


14.3.3. 分 离 纯 化 肽 段 及 测定 抒 基 酸 序 列 


纯化 的 PK-120 和 PK RGF. 37U 30min CBE 13 IC f i9) L6 f 
3 1:50), Fi 0.Imol/L NaCl, Tris HCl pH7.4 六 衡 Sepharcyl S- 
200 Ht (42.4cm X 63cm), E FÉ. di PK 水 解 PK-420 产 ^k 的 
70kDa 和 35kDa H ER, WA fée AS b] f DELE, H SDS-PAGE 鉴 
AE 70kDa 和 35kDa 片段 。 如 前 所 述 ，70kiba 和 35kDa ^p ui AC TI 
PK-120 的 N 未 端 和 35 kDa Jr Ette dé sx No UL UII EMIL SE TFI E 
WAR y Cox. di C dew ok dE 3SKDa ZF p vg L AE ft 
(S-pyridyethylation 38 HUT Wi. 48 SEEN UIN AK GE TU, 
loh (Bi ERE 89 HDi 1:50). — E BERE AL FERRE peldondasphere 
S.SCR 300A JE, Wiz Ei oK- c. H8- 0. 196 TRA, 收集 各 组 分 ， 进 
一步 上 样 反 相 高 压 液 相 TSK-GEL ODS-120T 柱 进行 层 析 分 离 ， 
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RERA AK EE. FH Applied Biosystems model 477A 气相 蛋白 质 
f] 558 FRX "Applied Biosystems 120 A PTH 分 析 仪 以 Edman 降解 
法 对 分 离 肽 段 N 未 端 进 行 氨基 酸 序列 分 析 ， 结 果 如 图 14.3 所 


Ro 
35 kDa fragment 
N-terminal 0 OD-L-AGT-L-P-A-X-A-P-P-A-X-X-N-PIDA-V 
internal 
K-L DO eA-CV-N-R-V-M-N:M-K 
K-3 DOONOME-V-W-V.H- A-S-P-E-H-V-V-V 
K-6 DOECTH.ESeV-M-P-G-L23 
K-7 DO BE-ECEOT-M-T-T-Q-T-P-A-P-1-X 
K-13 (8, 9) : AG-F-S-X-LE-V-T-F-K-N-P-L-V 
K-14 O ACT Y-A-T-LD-F- T-L 
K-15, 16 2 OT-G-L-L-L-L-SD-P-DAK-V. T-l-G-L-L-F-W-D-G-R-G-E-G-L 


图 14,3 — 35kDa B04} e BE 2] 


14.4 部 分 分 解 多 肽 两 端 有 关 的 PCR X m 
选 PK-120 基因 

部 分 分 解 多 肽 氨 和 其 酸 序列 20 4c 5X SEICBEE, Hin 88 E TK 
Pi PCR 引物 进行 PCR Iz, BESS REA PCR 产物 的 长 度 ， 
用 此 法 得 到 的 CDNA HU TL d PREM, (AC RR He m 
DAYS RRR. 
14.4.1. 仪器 及 材料 
14.4.1.1 仪器 

PCR BH 


14.4.1.2 材料 及 试剂 


1) Sephadex-50 
2) Gene Amp RNA PCR it 
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3) ARER EN BIOSYNTHESIS, INC 公司 产品 合 
RRA 

4) WER 

5) 750mmol/1. BS AG FR-1Ommol “L BÉ EZ BE-0. [mmol “LEDTA- 
0.1% SDS-196 TE fti fn 

6) 25ug/ml RE URNA 

7) ide ix ROSAS 


14.4.2 引物 设计 


如 图 14.2 所 示 的 PK-120 部 分 分 解 多 肽 氨 引 酸 序列 中 ， 基 
CHES K-15, 16 为 引物 设计 的 依据 : CDS IE A ps 3B IF TT. 
加 考虑 人 编码 的 使 用 频率 、 设 计 PCR 引物 i E Iz SC BE 
(14 14.4) 所 示 ， 用 这 些 引 物 获得 的 PCR 产物 当中 、50bp 的 产 
物 为 是 的 cDNA. 


E15, 16(35k- WN AE HK 


(gr 
J3 "A&RACCCTRCCHCCHCCECT-5 : Al-i 
3 ~BARACCCTACCEGCECCICT-5 : AS-i 
aaa 


T-G-L-L-L-L-S-D-P -D-K-v-T-1 -6-L-L-F -4-D-6 -R-G-E-G-L 
Se RUN 


$15-i :5 “EATCCRCAT AARC RACE 3 
St6-ii:5 -CACC A&CAARG TGACCAT- 3 


et Maley 


4 6ATCUTOGATAA GC EÉGACCNTEGUOCTGCETGCTICTGGGACGGACGNSGUOGASY 
) CTAGGACTAT IGE Ad Feet erit ASE Vc H6 C FecTCC6C Y 8 


SOS eto rM 


Ci: 人 " T/BF cDNA) 


i 


PCR r^ 17(50 bp) 


14.4 FA RT-PCR 法 制备 50bp DNA 探 针 
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14.4.3 PCR f 


从 肝脏 来 源 的 poly (A)* RNA 中 ,用 Gene Amp RNA PCR 
kit RMN, AUDA BR, CE cDNA. 0.1 pg A) poly (A)* RNA 
H, BLA 5mmol/L MgCl. 1 x PCR #2 0i IE, 2mmol/LdNTPs. 
Lyf) RNase inhibitor, 2.5pmol/L random hexamers 及 2.5p Eft 
RAG, OT, GK BOS 200. TE PCR 扩 增 仪 上 反应 ，PCR 参数 
J328'0 lOmin, 42U 30min, 99C Smin, 25 Smin, 3 1 循环 
BOE. (X cDNA. (ESL BET FED SUE TK HE 73 2nmol/L Mg- 
Ch, EX PCR rh N, Wi 1nmol 3 30155 5/3109, 混合， 总 体 
Bi 00051. 940, 3min t (fi Fe, 940, Imin, 370 ~ 420, 
2min, 720, 2min, 40 HHA, 72'0. 7min 1 M.. 


14.4.4 Sew DK RHR DNA 


纯化 PCR PG, 1E0.25* TRE REP. VETS 10% RAM 
PEC RE BE FLL ik, ob Puky TBR dE TERS Mspl 消化 的 : E 
pBR322, Wikii AOS. REBELS [EZ BEY Hh, FED MAY, 
fl 50bp AY PCR 产物 将 这 50bp II RUF, fEdE EL AE y x 
WAS LE G200r/mio 4C Bet lOmin, K lif, ae 
BEEP, HpZBEDLDE 2. AY TE RFM., [FÉ Sephadex-50 
HE, FRI CARRERA 2E, te YE YP TETTE. 


14.4.5 测定 碱 基 序 列 


TUE HA PCR 产物 用 pCR M 2x (& 3E EE, IU SE RIT AJ. 
ICES YELLE poly mRNA 为 模板 ， 据 引物 S15-i 和 AJS-i 扩 增 的 
50bp ff) PCR PPE, FM REAR TE 9 BM i eR ET GE - 
$t (Rb 14.4). WU ea P ET I Sb > EAE CE. CDNA. 
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14.5 PK-120 cDNA 克隆 13] 
14.5.1 仪器 及 材料 
14.5.1.1 仪器 
PCR 扩 增 仪 
14.5.1.2 试剂 


1) Ready-To-Go DNA 标记 试剂 盒 

2) 人 肝脏 Agi cDNA 文库 

3) 人 肝脏 AgttOcDNA 文库 

4) AY SE TR WE. 7% Cw) RATE 6000, 10% SDS, 
100.2 “ral BE EE URNA 

5) SSC 溶液 : 15mmol/L Bi & A AA, [mmol/L NaCl, 
pH 7.0 | 

6) pBluescript I1 SK 载体 


14.5.2 杂交 反应 


抽 提 出 的 50bp 的 PCR 产物 用 PCR [I eR se EE, X SERI 
备 ， 几 限制 性 消化 上 EcoRI 将 50bp 的 插 和 人 片断 切 下 。 用 [a-*P] 
dTP 标 记 已 克隆 的 50bp DNA, Ff fe ATR EF 98 ve AAP AR 
Agi cDNA X E, 3E (8 11 个 阳性 克隆 ， 测 定 最 长 的 阳性 克隆 
APKS Hy AJ, iX os BE (1.7kb) 编码 PK-120 的 碳 末 端 
(IH 14.5 0,35 T 4 f$ BS PK-120 HARB HS ERE, HP [UP 
dCTP] 标记 的 APKS 插入 片段 作为 探 针 筛选 人 肝脏 AgulOcDNA 
文库 ， 在 杂交 液 中 60T MAE, OST 杂交 过 夜 ， 然 后 在 607 Hi 
4 0.1% SDS [f] 2 * SSC 溶液 30min BE 4 X, BEA. 将 阳性 克隆 
的 插入 片断 进 - 步 亚 虎 隆 ， 插 人 Bluescript I] SK-vector 载体 ， 获 
得 106 个 阳性 克 降 测定 阳性 克隆 XPK67 (3.0kb) JF ii, 
APK67 编码 PK-120 的 非 5’ 端 密码 子 区 域 及 PK-120 AAS, F 

.30- 


含有 信号 肽 序列 (图 14.5 ). 


ee 一 一 天 二 一 、 一 
ar ne BÉ z z£EZ 
GE d ase d Š ES 
S 31 11 1 Wd 
PR- 120 cDNA (Ra RT) 
! 1 1 1 J 1 | 
o 0.5 LO L5 20 2.5 3.0 kb 
\PKa7 
— ——— ——cn —» ——gPrá 
DT án ee ee eee 


APKS 


— 
—— t, —* 


图 44.5 ”限制 性 酶 切 图 谱 和 测序 策略 。 上 方 黑 框 表示 开放 阅读 框 ， 下 
方 每 一 个 箭头 表示 测序 方向 


14.5.3 cDNA 推测 PK-120 -一 级 结构 的 特征 


PK420 i EAT Re TF 9 Ne dir ate HE SF RS A A Ag TE 9) I 
14.6. PK-120 的 cDNA, 5 i Xx D JE dixe, fi 2790bp, 
PASS ATG 为 起 始 ， 以 密码 TAG 为 结尾 ， 从 而 推测 出 PK-120 
能 扬 质 氨基 酸 序列 、 它 含有 28 PMA SA, EAR 
rM 902 个 氨基 酸 组 成 ，20% 1Y 9) Xj S C3 FR LE PIE EH] (EV e 
N BERL ABI, Al OE AR RAE, GI PK-120 RARR H 
We a d AL BE Cys? BE Cys? YE 3SkDa Tr Be YE ant RE, 
Cys Lh oF ARS TE TE. PK BB UI (v ex BE a YY A AE Phe-Arg- 
Naa Arg, Arg Rb Arg e PK 的 切断 部 位 ， 

ELMS) OE ABEL; PK-120 34 AE BE HE A ELA c yg P bl 
A) (Ginter-a-trvpsin inhibitor, VEI) & X Ef i sk HCs 4r X. Rl 
HCE. HC2 SARA 34%, 319689 5] TE, IA D a MESET LIF I 
diis HC3 有 38% DU ELE, CUR ERE A? | PK-120 BEIT 

GE, Ab ABSA. RAMS RAE CE A Se AGIT 
eS RBA. 
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PORE GC SCC A TS TGRAGMCCOGRCTE CGTGCQCCCCTOOCC OC CTCTOCC TOC C ACR POG Macc 


EGA PORE GN IS AAQCCOCC RMIGCC TUTE COTAC CT OC ACL RAM TTC TOT TOCTOC TTTCAC TOC INIOCCA: Lee 
RRP PREVA T C 5 K * L V L XL $ & LÀ I M QT T T 


v2 
WICGRARAGAATGGCATÓUMCATCTACAOCCTCACTIGUACTOC MGGCTÜRCA PCOCOATTTOCCCACACOCTOOTCACCRCOGAGTQ — 900 
BQDO& 8G KOA TID EN BO POR OM tov ov T Ro Roy 
Las 
CatHATNCA.CEE NAT AC TOTUCMACAQOEE HOTT TOC AAATOGALE TOCECANGAMLOCCTICATEACOMACSICTCEMTUMGATOUAT 236 
qQ'AMYTTVOERTFONCL?PYAA S ITN 

+ $e . 
teaver tse NCCGATENTERNGGNGANZC TERASE CC MECE NENET KICOC nroace doo nar HORE we 
SUIT Fe Y 0k een ba oA GT & A.N V A & GI eae sh 


hd 
REAO GG CM AAMEATOCAGC AG TICC AOG TEVE GG TC AG FS OCC TOC AM ROC AACA TENCE TTTOAOC TOOTE T MIGNE Lud 
机 


QCTOCTCRACCCOOQT TTOGOS TG 7 & CGNPCTOCT 5C TOAAANGTGCCGCCCCUBCJGCTOIYECAADCRCCTCCNOATOOACATYChC — 440 
ECC A 3X Q6 V ORL LA RY RP Oo E V Kaar 
148. 


MIT ICCAGCOCCAGOGCATCAOCTTTCTGQAGRCAGMGAOGACC ETC ATOMIC RCC AGCROGRGACGOOORCRCOMCOTGOCARAAT 130 


AACAECANEOCTENCRECOECTTC ANGECARENC TTC CNIC ADGRANNITCCOC NENOERÓC AMAN no Mec TOG nae Ac ANEC TE we 
FTR à n JB kk Ys odo kk .R-R-.Q. E 1 Y. tao wk 

v 194 3e» 

MIUMTCOSC FATOATS TOGA GG GC ATCTCOGGOUOC TC, KPNTAGATOCAOARDUDCTACETTOTACACTACTTTOCCOOCOAGOQOo — $39 
PPT Rg ee se POTUM PAIS Tw RE TOR BOY D 


CTRACERE AATEC CE MAG AATGTGGTOTINHCATTGACAAZAQCOGTTCCATATTOGCHORAAANTCCAOCAGACCCGOGAAGCCUTA 1979 
地 


CUNCATCCIOORTGMCEYCAGCCCCJGANDNCOARTTCRECTCIFCOTCTTCATTICILvDCACTCAOEONYOCCATCRCTOGTG 1210 
En T LD OR D O0 T 4L OI X I 6 7 É M * Q * A P 9 Lv 
E 


COCCTCAGOCO NGANCOTRUAN: AKGOCCNGENGOTt TOC DOCSIS NTE AGACCOMIUOMIOGACCAACATCAATOATGORATOCTG 1700 
POR ROM E B V MW X hoOR É f RAC I QA L ACTH TM DANE 


» 325 

AGE TEASE MG TC 160MCNRCMOCRACCMISAGIAOR0C TOCCCARAGOGATUTCTCACTCKTCATOCTOCTEACOONTOROUAC 125^ 

kr^vottebeanugtenurspteaotev ali Lut bs, 
340 


DCCAC CTC MGACTAAOCUS NIEMI NTOCMQRNT RALG TGIOGOGAMICTCTAMITOQOCOGTRCMGCCTCTTCTGCOTagGCTT 1340 
OS CESON P R E E QUELN VONCECNON SU EOR E bob CDS 
TNE STE AGE PATOCCTTCCTOGACAMICTQDC Ar TAG AC AKTGICUS: To CCOGCOE APE ATUM ON TC RONE TC ZOC es 
$ H Le K BR n MA SL A RR LESE bP à 0 & A 
408 «l6 
etu techo ia TIC TADC MGAGTOGCCAACOOACTGL TE ACAUCMTUACC TOA TC OCMAOCAMTOCONTOQAGGNGS C 1460 
DOT Q6 T Toà v A Wrurttatvt*vasgt?aMmaAsm 
“i 


WTCMANC AACT TICARI ICAC AGATO TOT IIIT PORE AAQCTOCMORACCOADOGGOCTGRINZPOCTCACAOCO «1630 
tor Ms ALEP R ORE 3 Y A Eb ON RoR DH LT A 

LE d è ^" 

MASON Tow ACACMENACKTCNC TTTCCAAACOGNGICCAOTOTOGCAKIMICA;GNIQCOGMITTOCARARCCOCAAO 1740 
ne 
TATATCTTGCRCANS HICKTOGAOAQECTCTQUGCKT MCCIGACY ATCCKCAGOTO:TOAMECRAACTUTCTCCOCATCONATOCTQAT 1890 
DAE M NIOBCE RS SUY E Y 8 99 $8 2. * W-NCN ACD 
as 

EADEM ico AMCCAAIOQ TUAE TRAN RO HECCTAE. MC Ac THe TN CT CANT TCI TRITCACCMACOUAS 1920 
9 QR L K 8 Q À& G X L & LA? 6&6 PF * * PL t Hv ve TZ PQ 
wo “eo 

GL CARGAG CAG TC TCARG MICO TONBAMOCOCA TIANO AAO TAIAN AIGAR TONOA TCAJGTIOCACTTICTICAMATAT 2010 
0 E 6 5 Q Y A K X * W E G $ & RF BW * N & GQ ATP FP X T 
n sae » 

AICTOCAOGGA AC RARI NCCAAANOCAMROÓOC TTCCTTT TCT OCR RAN TODA TRAACANOC TOGRGCTOCTOSC 2100 


TOON 
UL g 5 ^» FK 4 b K $ B A & F 5 PF RR 6 « K X Q À 5 à à 6 8 ^ 
"t $ ao 


MONTIS AGAC TOCGOTICTCAOCTCCAQUCANCTTOGACTCOCANEACCTOCRLATOETOCTQACCASOCTOCTTACCACCOO NT. 2100 
nart wa EN EORR BUR ee Eee Ae Eee 
+ 


Te ToS Oc kee ETOCS POL PONS NOCACCAGCCROCTCARATOCTOKTOCAGC TUCRTCTOO TE TCATOANIATENAAATOGNN 2100 
PAn Ca Lah bè E àk EL T 9 X2 Dti 9 & RT? 4 M X E ILS 
Hey oe qo 

ATC AE RNC CCAMACCOGABCÓCOCAT ACIGCTOOC TCTOOCATOC MOCHUMIOCTOGOCMINETO NO AOCRORCTET 1300 


dT 313—831 3 E LS ETE Pd sv t T9"L-c 
w oe 2 ne 3 


FIOM CMAC ACG COMPO DAN GTGA TITO ICAO NC OCTEMICAMNÉTtQAACTEMCNMCÓACTATOACAOGOMQAMG 2446 
Qaia UNIO a are ee a ee E UT. 970 TR RN 


n " 
KOKAK &COTTC] MGACOCTIIGOCAOTTTTMOCAGASGTOCTCTOQEGATCTOCKOCAOCKTCAEATOACQOTMCACECACUCTO 2920 
uUa JU. 4 Tt 9 BT UT Gu 9 E NEUE TAA NUR BS RE ETUR 


METTENT AA TICON TICC ACCAQROAOOOC MAIC TOGATTRCCAGCAdGGGAE COOGOGAOTOGAZATTTOCTOCTSOTCT | 2910 
48/9 78,.8787978/8 ATEA E98 8 VE C100 80058 o0 N80 Se 
Iacioctecic: PTUATE CACM TOC OCA QOO 'TOCAMCTGCI 3000 
*ti-* 


14.6 — PK-120 的 核 音 酸 序列 [上 ) 和 推导 的 筑 基 酸 序 列 。 
polyA 信号 用 {AATAA} 用 黑 粗 线 标 出 ,规定 蛋白 质 序列 的 氨基 
酸 残 基 用 细 黑 线 标 出 ,PK 待定 的 裂解 部 位 (-Phe-Arg-Xaa-) 用 黑 
艇 头 标 出 ,N- 糖 基 化 位 点 {-Asn-Xaa-Ser/Thr} 用 黑 点 标 出 


lij 
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附录 1 


常用 化 学 物质 分 子 量 


_ 化 学 物质 4b Ch Aa eA HB And A. 
3-88 ARE 4-4 SFL wj DR ae — ME ERE E 
4-5-1 AR 178.6 
ACES 182.2 
ATP fd (08.2 
CAPS 221.3 
CHAPS 614.9 
CHES 207.3 
DOC 392.6 
DME 73.1 
per 154.3 
EDTA I1. 
EGTA 380.35 
HEPES 238.3 
IPTG [38.3 
Libs S953 
MES 195,2 
MOPS 73 
NET SI. 6 
MMSE 174.2 
N. NIH GU S PCIE 184.2 
N COO IM E SAIS l63,2 
PIPES 302.4 
SDS DNS.d 
ICA 163.4 
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化 学 物质 LRA IRAE mal 
TEMED 116.2 

TES 229.25 

Tricine 179.2 

Tris 124.1 

CA AR 89.1 

SX CR. LOB 616.5 

[ud as 128.1 

WR 00.05 — 17.4 

W oum 42.1 

W 58.1 

pjt BC 7L.1 

NR SA 32.0 

RRL 05.0) 

MESES 78.1 14.4 

LEAP EAR OCA) 420.8 

It ate 78.1 

i SE HCI ill.s 

H S NaOH 3.1 

JS MISERE 132.1 

DE 190.5 11.6 (70%) 

iL PNG HE 228.2 

BOXE (HELE R) 376.4 

WR LS.I 

HAR W 162.4 

Wis 32.0 

TN 30.0 12,1 (37%) 

quee 46.0 23.4 
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续 表 


化 学 物质 LAD 摩尔 浓度 Aol A. 
me E (68.9 

ms 11 RAH 230.1 

Vy R25t) 426.0 

SK A 393.0 

UE JAA ( Awittergent 3-14) 363.5 

gn 80.0 18.1 (85% ) 
SEND CLER 142.0 

SEND SUM 120.0 

HANE 98.1 18 (96%) 
uM TE 13i f 

tí H 159.6 

3 119.4 

ade 74.6 

ALAS 05.5 

A 58.4 

Wk old 

FF peu 192.1 

tr i SH 294.1 

WS 61.5 

^4 SC EE RI! 56.1 

"Cn fem 40.0 

Vk n pae n 214.0 

ES u.a 8.8 (0%) 
URS Ls 4.0 

iX NR 16.4) 

nra Zu 1228 fh 

Yrs p A 686.0 
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_ 化 学 物质 REA ROR REKE Amol/L 
Cf 《组织 国定 剂 ) NN ee 
ft 63.0 16 (70%) 

mV 169.9 

imm 692.8 

盐酸 36.5 12.1 (36.5% - 38%) 
Wk RR 95.5 

ANA 60.1 

乙醇 46.1 

L M 62.1 

TAUER 35.0 14.5 (30%) 

To Ok S : 6500.0 

Di 342.3 


注 ， 圾 中 的 万 分 比 波 诬 等 于 100m. n a He AER ER ve 
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附录 2 


一 些 蛋白 质 的 分 子 量 和 等 电 点 

RIE 4 fa 等 电 点 
mM E e j d 1700 9.6 
RNA fl 13700 
TE SS 14300 

“ mrs i5500 

WUER TT 7200 

x g-SLER AEE 18400 

Wo» ruv 22000 9.7 
ART 23000 8.75 
ASK Fi AT A 28000 6.5 
Bm Ae AT A 29000 

V £r d ER o AR AT A 40375 7.3 
[DRA BE AY 31000 

MS 34000 6.0 
ree) 35000 

* {PANNE -3-F ARTE AY A000 

x JL EUR CIS 36000 
WLR A 36000 

x APES CAPR A 37000 

x ERAS 40000 6.1 
x AE CARR 31000 

» WARS 41000 

LEE 1'T 43000 4.8 


EE AA 


Wi BE REAR) 
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490060 


490100, 


hag TERDA XH 
MRR CCAD 900 78.80.82 — 

BK BAIE o DER N 52000 8.4 

SE SUM SLICE 53000 

» E AARI A 53000 

"at Wik AM CULLE 5.8 

AMELIA 64500 7.1 

Amer SE C 64500 T5 

mayer et 68000 

PLATE NE AS “a 68000 9.7 

AJ ET IA LX SEINE T ULIS RODU 5S 

* RIER a Y40000 

AJks cai tg Ao 1k 116000 4.6 

+B- FFL IT A 130000 

ALELA CRD 1750) 6.8: 7.0 

IB STER: 220000 

Aur 232000 3,63 

KMS ET UR. L- 68 7E ARAR A Ni 360000 6.1 


A + BOAR IBA RRR AS PR eR FE (E. AG. D. Fasnan ed. 1989. 
Practical Handbook of Biochemistry & Molecular Biology Boca Raton Florida: CRC Press, 


Ine. 
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附录 3 


WAR RIT Te A 

HALE RHE 
初始 浓度 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50% 
o% 27 S5 84 13 14 176 208 22 27 314 
5% 27 56 85 1S 14 179 212 246 282 
10% 28 57 86 17 149. 182. 216 251 
15% 28 58 — 88 I9 (451 1485 2t9 
20% 29 59 89 (2 154 188 
25% 29 60 59% 123 157 
30% 30 601 92 126 
35% 30 62 A 
40% 3 63 
45% 3l 

HIE 


Wi tt c 55% 60% 65% 70% 75% 80% 85% 9096 95% 10096 


096 351. 390 430 472 516 561 608 657 708 76) 
5% M9. 357 397 439 48| $6 572 62] 67 723 
10% 2837 328 364 405 447 491 537 584 634 685 
15% 255 292 334 371 #3 456 SOL 548 596 647 
2096 223 260 298 337 378 421 465 SIL 559 609 


25% Ju] 227 265 304 344 386 429 475 52 5n 
306 160 198 232 270 309 35| 393 438 485 533 
35% 128 163 #99 236 275 316 358 402 447 495 
40% 96 130 (166 202 241 28t 322 365 410 457 
45% 64 9?  |32 169 206 245 286 329 373 469 
50% 32 65 99 [35 172 210 250 292 335 38I 


Wo 55%) 60% 65% 70% 75% BOM 85% 90% 95% W0% 


55% 33 66 IOL 138 175 215 256 298 343 
GU 33 67 103 140 1179 219 26l W5 
65% 34 69 [05 143 [82 224 266 
70% 3 70 107 146 186 228 
75% 35 72 M0 19 1% 
80% 36 73. 12 182 
85% 37 7 114 
SON 37 76 
95% 38 


AP RTE IMA TE RD oe Re 
jk A Seopes, R.K. 1982. Protein Purification; Principles and Practice. New York: 
Springer- Verlag. 
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附录 4 


分 光 光 度 曲 线 

` 台 分 光 泡 度 计 可 精确 分 辨 的 吸光 康 范 峙 通常 由 照射 到 光电 
音 增 管 上 上 的 游离 光 强 度 和 仪器 的 光学 、 电 学 灵敏 度 决 定 。 当 基 仪 
abe WIE TAF 0.1% 时 ， 用 其 从 测 OD — 3.0 (EAI PRA 
0.196) 的 溶液 会 显示 OUD=2.7 GS8 9790.20). 溶液 的 浓度 
A KM OD (IAD) 3.0, 但 BE BUR Ke Te T 
Wea, A mde ER HERO) a GCE FE] PUE P ELENA ch 
OD-1.0—1.8. 所 以 确定 一 台 分 光 光 度 计 的 线性 分 辨 范围 是 很 
qeu ng 实际 操作 时 ， ME #% 0.596 8 BSA 济 液 用 以 配置 -- 系 列 不 
辐 浓 庶 的 稀释 溶液 ， 进 行 测定 。 绘制 OD280 一 一 海 液 浓度 关系 
WiZ&. QB L, ERRER ZRT N ERTER, OD 
{AN HIN. RU OD (AIS AER FSR ESP EE (CL. 


ODRO 2 


ugBSA 


附录 图 ! 分 光 光 度 计 线 性 分 辨 范围 曲线 
建议 : 为 慎重 起 见 ， 在 水 的 吸收 为 0 的 任何 波长 下 测 景 时 让 


t 312 ， 


避免 使 样品 的 OD 值 超过 lo AL Bee EE Ee). TA RK 
狂 颖 会 使 仪器 线性 分 辨 范围 缩小 - 
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